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Die Umwandlung der Acetessigsiure durch Methylglyoxal. 
Ill. Mitteilung. 
Das Ketol (C,H,,0,) als Glykogenbildner. 
Von 


R. Stéhr und M. Henze. 


(Aus dem Medizinisch-Chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. Januar 1932.) 


Die Beobachtung!), daB sich Methylglyoxal und Acetessig- 
siure in vitro spontan umsetzen, fand ihre Erklérung?) in der 
Entstehung einer 6gliedrigen Kohlenstoffkette, eines 38-Oxy- 
acetonylacetons (CgH,,0;). Dieses ,,Ketol** zerfallt bei gelinder 
Oxydation in 2 Molekiile Methylglyoxal bzw. 2 Molekiile Brenz- 
traubenséure.* *) Rein chemisch gesprochen wiirde demnach das 
Ketol ein Bindeglied darstellen zwischen der Acetessigsiure, dem 
Abbauprodukt der Fette im Organismus und dem Methylglyoxal 
bzw. der Brenztraubenséure, dem Zwischenprodukt im Aufbau 
der Kohlehydrate. 

Damit erhob sich die Frage, ob dem in vitro festgelegten 
Weg fiir die Umwandlung von Fett in Kohlehydrat biologische 


Bedeutung zukommt. 

Schon friiher*) war mitgeteilt worden, daB 2 g per os verabreichtes Ketol 
von einem 2,7 kg schweren Kaninchen anstandslos vertragen wurden und es 
zu keiner Ausscheidung von reduzierenden Substanzen im Harn gekommen 
war; erst nach sukzessiver Verfiitterung von insgesamt 4,5 g Ketol innerhalb 
von 21/, Stunden war im Harn die Reduktionsprobe nach Benedict und die 
Nitroprussidreaktion nach Rothera positiv; d. h. es kam zur Ausscheidung 
unverénderten Ketols. 


Als ersten Schritt zur Entscheidung dieser Frage unter- 
suchten wir, ob nach Verfiitterung von Ketol an hungernde weiBe 
Ratten eine Vermehrung des Glykogengehaltes der Leber und eine 
Erhéhung des Blutzuckerspiegels zu beobachten ist. 


I, Leberglykogen. 

Unsere Untersuchungen ergaben, da8 nach Verfiitterung von 
etwa 0,1 g Ketol pro 100g K6rpergewicht ein betrachtlicher 
Anstieg des Leberglykogens beobachtet wird (Mittelwert 0,470 g-°/, 
fir 100 g Leber gegeniiber 0,123 g-°/, bei den Kontrollen). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVI. ] 
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Allerdings hatten wir anfangs Miferfolge; wir erhielten ent- 
weder keine Anstiege, sondern sogar oft vollstindigen Glykogen- 
schwund. Das lag jedech daran, da wir, in der verstiéndlichen 
Absicht méglichst hohe Ausschlige zu erzielen, die Ketolmengen 
zu hoch gewahlt hatten (0,25—0,8 g pro 100 g Ko6rpergewicht). 
Diese Dosen waren, wie sich spaiter herausstellte, in ihrer oberen 
Grenze bereits an der letalen Dosis gelegen. Die Tiere zeigten in 
diesem Falle Erscheinungen, die ganz auffallend denen gleichen, 
die man an Tieren nach der Verfiitterung toxischer Dosen von 
Methylglyoxal beobachten kann. Als Ursache vermuten wir eine 
abnorm hohe Saurebildung (Milchsiure aus Methylglyoxal oder 
Brenztraubenséure?).*) Wir werden dieses Verhalten des Ketols 
noch weiter verfolgen. Eine weitere Ubereinstimmung hinsicht- 
lich der Methylglyoxalwirkung fanden wir auch in bezug auf das 
Leberglykogen; toxische Dosen von Methylglyoxal**) bewirken 
genau so wie toxische Dosen von Ketol Glykogenschwund. Daf 
jede Ubersaiuerung des Organismus, z. B. auch mit Salzsiure, zu 
Glykogenschwund fihrt, ist seit Hlias®*) bekannt. 

Selbstredend darf diese toxische Wirkung des Ketols nicht 
als Argument gegen eine biologische Bedeutung gewertet werden, 
genau so wenig wie man dem Methylglyoxal seine zentrale Stellung 
im Zuckerstoffwechsel aberkennen wird, auf dessen toxische 
Eigenschaften zuerst Sjollema’), spater auch Fischler®’) und 
Schneider mit Widmann’) hingewiesen haben. 

Welche Erklarung la8t sich nun fiir den Aufbau vonGlykogen aus 
Ketol geben, die gleichzeitig dem klinischen Bilde Rechnung tragt ? 

Verschiedene Anzeichen sprechen dafiir, daB das Ketol im 
Organismus genau so, wie wir es friiher in unseren Versuchen in 
vitro®) angegeben haben, zunéchst oxydativ in sein Triketon 
CH,:CO-CO-CH,:CO:CH, verwandelt wird. 

Dieses Triketon ist vor allem dadurch charakterisiert, daB es mit Nitro- 
prussidnatrium nach Rothera eine duferst intensive Blauviolettfarbung 
gibt, die weit empfindlicher ist als die mehr rétliche Nitroprussidreaktion des 
Ketols. Die genannte Farbung ist ferner ziemlich bestaindig, entwickelt sich 
langsam und zersetzt sich erst nach langerem Stehen; dadurch unterscheidet 
sie sich von der Farbung der Acetonkérper im Blut und Harn, die schon nach 


wenigen Minuten umschligt. Weiter gibt das Triketon mit Ferrichlorid eine 
intensive Rotfirbung, die in der Hitze nicht verschwindet (Unterschied von 


Acetessigsiure !). 


*) Auch Schneider und Widmann®) betrachten die Milchsdure- 


bildung als Ursache der Giftigkeit des Methylglyoxals. 
**) Naheres berichtet der eine von uns in der anschlieBenden Publikation. 
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Aus dem positiven Ausfall der Rotheraprobe und der Hisen- 
chloridreaktion im Harn bei gleichzeitiger Abwesenheit von Aceton 
und Acetessigsiure und dem typischen positiven Ausfall der 
Rotheraprobe im Blutplasma bei gleichzeitigem vdélligen Fehlen 
des Ketols (vgl. den Abschnitt: Diskussion der Versuche) glauben 
wir mit groBer Wahrscheinlichkeit auf das intermediare Auftreten 
des Triketons im Organismus schlieBen zu diirfen. 

Auch die weitere Umformung des Triketons scheint zweifellos 
analog unseren friiheren, rein chemischen Befunden durch einen 
Zerfall in 2 Dreier-Kohlenstoffketten zu erfolgen. Das Fehlen 
von Aceton und Acetessigséure im Harn spricht gegen eine andere 
Aufspaltung als zwischen dem 38. und 4. Kohlenstoffatom. Der 
Glykogenansatz in der Leber findet durch die intermediire Bildung 
von Methylglyoxal bzw. von Brenztraubensaéure eine ungezwungene 
Erklérung, mit der auch das klinische Bild und die toxischen 
Kigenschaften, auf die bereits oben hingewiesen wurde, iiber- 
einstimmen. 


II. Blutzucker. 


In der Literatur findet sich eine groBe Zahl von Arbeiten, in 
denen die verschiedensten Substanzen auf ihr Vermédgen hin 
Zucker zu bilden baw. den Blutzucker zu erhohen, gepriift wurden. 
Es sind darunter vielfach Substanzen, die vermége ihrer Kon- 
figuration entweder selbst schon reduzieren oder fiir die redu- 
zierende Zwischenprodukte auf dem Wege ihrer Umformung zu 
Glucose anzunehmen sind. In diesen Arbeiten wird immer wieder 
der Anstieg des Reduktionswertes im Blut oder im Harn still- 
schweigend als Glucose angesetzt, was zu ganz falschen Schliissen 
fihren kann. Uns ist nur eine Arbeit von Cori!®) bekannt beziiglich 
des Dioxyacetons, in der darauf Riicksicht genommen wurde. 

Bei AuBerachtlassung dieser Tatsache miBten unsere unten 
mitgeteilten Resultate als ausgesprochene Hyperglykimien ge- 
eutet werden. 

In dem Phosphor-Molybdansiurereagens nach Folin-Wu 
haben wir ein Reagens gefunden, welches die Zerlegung der (Ge- 
samtreduktion im Blut (Blutzucker + Ketol) in seine beiden 
Komponenten gestattet. Wenn auch die mittels dieser Methodik 
gefundenen Blutzuckerwerte einen leichten Anstieg erkennen 
lassen, so méchten wir daraus vorlaufig noch keine direkte hyper- 
glykiémische Wirkung ableiten. Da unsere Versuchsanordnung in 


erster Linie auf eine Anreicherung des Glykogens gerichtet war, so 
]* 
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wird diese Frage nochmals an gré8eren Tieren, die eine Entnahme 
mehrerer Blutproben zu verschiedenen Zeiten gestatten, behandelt 
werden.*) 

Der Gehalt des Blutes an zirkulierendem Ketol war ein 
wechselnder und im allgemeinen abhingig von der resorbierten 
Menge. Es wurden Werte zwischen 0 und 200 mg-°/, gefunden. 


Experimenteller Teil. 
A. Versuchsanordnung. 


Versuchsmaterial: Fir die Ketolfiitterungsversuche wurden nach 
Méglichkeit Ratten verwendet, die aus unserer Zucht stammten, also unter 
gleichen Lebensbedingungen aufgewachsen waren. Nur bei den ersten Be- 
lastungen mit hohen Ketoldosen waren wir gezwungen, Tiere verschiedener 
Provenienz zu nehmen. Die Tiere erhielten in ihren geriumigen Kafigen immer 
reichlich Futter (Brot, Gemiise, Fleischabfalle, Milch usw.). 

Versuchsanordnung: Fir die Versuche wurden die Tiere einzeln in 
Stoffwechselkafigen isoliert und einer 32stiindigen Hungerperiode unter- 
worfen, wobei ihnen Wasser ad libitum zur Verfiigung stand; Temperatur- 
schwankungen wurden auf ein Minimum reduziert, ferner der Gewichtsverlust 
der Tiere bestimmt. 

Die Fiitterung mit der waBrigen Ketollésung (Vol.: 2—2,5 ccm) erfolgte 
mittels Magensonde und graduierter Spritze, wobei die in der Sonde ver- 
bleibende kleine Menge beriicksichtigt wurde. Unmittelbar vorher bestimmten 
wir fast stets den Blutzucker (Hagedorn-Jensen). 3 Stunden nach der 
Fiitterung wurden die Tiere durch Durchtrennung der Halswirbel getétet. 
Mit Riicksicht auf die von Agren 1) gefundenen Tagesschwankungen im 
Glykogengehalt der Leber wurden die Tiere immer zur gleichen Zeit getétet 
(11—12 Uhr a.m.). Das Blut wurde aus der Halsvene gewonnen und mit 
Oxalat versetzt, die Leber sofort herausprapariert, in heiBer 60°/,iger Kalilauge 
zerkleinert und ihr Gewicht durch Differenzwigung der Zersetzungskélbchen 
ermittelt. Zur Bestimmung des nichtresorbierten Ketols wurde der Magendarm- 


trakt verarbeitet. 
Wahrend der Vor- und Versuchsperiode wurde der Harn getrennt ge- 


sammelt und untersucht. 

Kontrolltiere: Die Kontrolltiere wurden genau wie die Versuchs- 
tiere behandelt (vgl. Versuchsanordnung), nur mit dem Unterschied, dai 
ihnen mit der Sonde das gleiche Volumen Wasser gegeben wurde. 


B. Methodik. 


Bestimmung des Ketols im Blut neben Glucose. Um 
im Blut Ketol und Blutzucker nebeneinander zu _ bestimmen, 
kombinierten wir: 


*) Ubrigens fanden auch Schneider und Widmann‘) primar keine 
Erhéhung des Blutzuckers nach Methylglyoxalzufuhr. Eine solche tritt nacl 
ihnen erst dann ein, wenn die Glykogendepots der Leber vollstandig auf- 
gefiillt sind. Wir vermuten, daB sich ahnliche Erscheinungen auch in unserem 
Falle zeigen werden. 
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1. eine Methode, welche die Bestimmung des Ketols allein 
gestattet (Titrationsmethode) und 

2. ene Methode zur Bestimmung der Summe der beiden 
(colorimetrische Methode zur Bestimmung des Blutzuckers nach 
Folin- Wu?%). 

Aus der Differenz der beiden Bestimmungen ergab sich der 
Blutzucker. 


1. Titrationsmethode. Verdiinnte Ketollésungen sind da- 
durch charakterisiert, da8 sie beim Erhitzen mit Phosphor- 
Molybdéns&urereagens nach Folin-Wu eine tiefblaue Farbung 
geben, die bei Zusatz von KMnO, verschwindet. 

Nach den Angaben von Cori?) reduziert Glucose dieses Reagens nur 
ganz minimal; wir kénnen das bestatigen und fanden, daB erst 60 mg Glucose 
hierbei einem Reduktionswert von nur 1 mg Ketol entsprechen. 

Zur Ausarbeitung der Methodik bereiteten wir aus reinem, 
im Vakuum getrockneten krystallisierten Ketol*) Testlésungen 
verschiedener Starke. 2 ccm dieser Lésungen wurden jeweils in 
einer Eprouvette mit 2 cem des Reagens nach Folin-Wu ver- 
setzt, gut durchgemischt, 15 Minuten im kochenden Wasserbad 
erhitzt, gekiihlt und mit n/100-KMnO, unter gutem Umschiitteln 
auf farblos titriert ; der Farbumschlag ist scharf und gut erkennbar; 
ein Uberschu8B von KMnO, muB8 vermieden werden, da derselbe 
infolge der weiteren Oxydation des mutma8lich entstandenen 
Triketons sehr bald verschwindet. Bei Anwesenheit von viel Ketol 
empfiehlt es sich, vor der Titration etwas verdiinnte Schwefelsiure 
zuzusetzen. 


10—20 Minuten langes Erhitzen andert den Verbrauch an KMnQ, nicht; 
bei nur 5 Minuten langem Kochen bekommt man zu niedrige Werte. Die 
Lésungen miissen nach dem Kihlen nicht sofort titriert werden; selbst Stehen- 
lassen bis zu 25 Stunden bedingt keinen Unterschied im Verbrauch von KMnQ,. 
Beim Stehen an der Luft tritt somit keine Oxydation des blauen Reduktions- 
produktes ein. 


Nach genauen Bestimmungen verbrauchen 1 mg _ Ketol 
1,80 cem n/100-KMnO,. Die folgende Tabelle zeigt, daB die Reduk- 
tion streng linear der Konzentration verlauft: 
2cem einer Lésung von 30 mg-°/, Ketol verbrauchen 1,08 com n/100-KMn0O, 


2ccm_ ,, ie » 20mg-%, ,; Pm 0,72 ccm n/100-KMnO, 
2ccm_ ,, a » lOmg-*/, ;; - 0,36 com n/100-KMnO, 
2ccm_ ,, ” » Smeg), » Ra 0,18 cem n/100-KMnO, 


*) Die krystallisierte Form?) verwendeten wir nur aus praktischen 
Griinden; wir haben uns aber iiberzeugt, daB auch die fliissige Modifikation 
denselben Reduktionswert gibt. 
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Fir die Verwendung dieser Ketolbestimmung im Blut muBte 
festgestellt werden, ob beim EnteiweiBen nach Folin-Wu Ketol 
mitgerissen wiirde; im etweiBfreien Filtrat fanden wir das Keto! 
innerhalb der Fehlerquellen quantitativ wieder. 


Wir versetzten in 10-cem-MeBkélbchen je 1 com Plasma mit verschiedenen 
Mengen Ketol und enteiweiBten mit Na-Wolframat und 2/, n-Schwefelsaure. 
Unter Beriicksichtigung der Verdiinnungsverhaltnisse (1 cem Folin-Wu- 
Filtrat entspricht 0,1 com Blut) ist in der folgenden Tabelle die zugesetzte 
Menge Ketol in Milligrammprozent bezogen auf 100 ccm Blut ausgedriickt. 








Blut + Ketol Ketol gefunden 





(ausgedriickt in mg-°/) mg-°/, 
150 150 
75 75, 77) Die Differenzen entsprechen nicht 
37,5 37,5, 42 J mehr als 0,01 cem n/100-KMn0O,. 


Hierbei ist die Anbringung einer kleinen Korrektur_beriicksichtigt. 
Schon Campbell!*) hat darauf hingewiesen, daB jedes Folin-Wu-Filtrat 
beim Kochen mit Phosphor-Molybdansiurereagens eine schwache Blau- 
farbung gibt, die durch die Anwesenheit von reduzierenden Substanzen im 
Blut bedingt ist. Ausgehend von reinsten Chemikalien fanden wir fiir diesen 
Blindwert 0,03—0,04 ccm n/100-KMnO, fiir 2 ccm eiweiBfreies Filtrat. Diesen 
Wert brachten wir bei der Bestimmung des Ketols im Blut regelmaBig in Abzug. 

2. Colorimetrische Methode. Zur Bestimmung der Ge- 
samtreduktion im Blut (Blutzucker und Ketol) verwendeten wir 
die Folin-Wusche!?) Methode zur Bestimmung des Blutzuckers. 

Auch hier tiberzeugten wir uns zuerst, daB bei reinen Ketol- 
lésungen die Reduktion innerhalb der fiir die colorimetrischen Be- 
stimmungen giiltigen Grenzen linear der Konzentration verlauft. 
Der spezifische Reduktionswert des Ketols, gemessen gegen einen 
Glucosestandard, betrigt 45 -+- 1°/,; d. h. Lésungen, entsprechend 
100 mg-°/, Ketol, geben im Colorimeter die gleiche Farbung wie 
Lésungen entsprechend 45 + 1 mg-°/, Glucose.*) Wechselnde 
Mengen von Glucose und Ketol beeintrachtigen sich gegenseitig 
nicht; fiir die Bestimmungen verwendeten wir 2 ccm; die Ab- 
lesung erfolgte gegen einen Glucosestandard (Klett-Colorimeter) ; 
in der folgenden Tabelle sind die gefundenen Mengen zugesetzten 
Ketols als Milligrammprozent Glucose berechnet (100 mg-°/, 
Ketol = 45 +- 1 mg-°/, Glucose) : 


*) Das Reduktionsvermégen des Ketols, gemessen unter Beniitzung der 
Bertrandschen Methode, ergab 44°/, desjenigen der Glucose (M. Henze und 
R. Miller).*) 
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Tabelle: 
Colorimetrische Bestimmung des Ketols neben Glucose 
in waGrigen Lésungen. 
Ketol gef.: (ber. ale mg-*/, Glucose . 
Vain Sem I “nach der Gleichung: Theoretischer 
; 100 mg-* |, Ketol = 45 + 1 mg-*/, Glucose)| Wert: (ber. 
einer Lésung | F | als mg-*/ 
enteprechend:*) | Gincosestandard:  Glucosestandard: | GIncose). 
100 mg-*/, 200 mg-*/, 
oa Gesamtreduktion as 4 
#) mg-*/, Glucose | (ausgedriickt in 
+ mg-*/. Keto] -*’, Glucose) — 
—P 50 mg-*/, Glucose 
50 24 22,5 
100 44 45 
2000 90 90 
Gesamtreduktion j§ Gesamtreduktion 
“) mg-*/, Glucose | (ausgedrickt in (ausgedrackt in 
+ mg-*/, Ketol | ™mg-*', Glucose)— mg-*/, Glucose) — 
100 mg-*’, Glucose 100 mg-*/, Glucose 
100 at 45 
20) 89 90 
200 SS 90 
300 133 135 
400) 177 180 
0 223 22 
Gesamtreduktion 
29) mg-*/, Glucose (ausgedrickt in 
— mg-*/, Ketol mg-*/, Glucose) — 
200 mg-*/, Glucose 
50 rE 29 22,5 
100 4n, 45 
200) on a 





Die laut Tabelle gefundenen Ketolwerte stimmen mit den 


\neoretischen gut waberein: sie wurden erhalten als Differenz 
zwischen Gesamtreduktion (ausgedrickt als Milligrammprozent 
Glucose) und der dem Ketol zugesetzten Menge Glucose. MuBte 


Gesamtreduktion bei steigender Ketolkonzentration gegen 


“nen héheren Standard gelesen werden als der vorgelegten Zucker- 


*) Die in der Tabelle angefihrten Zahlen bericksichtigen, um sie sofort 


fir unsere Zwecke verwenden zu kénnen, die Verdinnung im Folin-Wu- 
Filtrat (1 com Folin-Wu-Filtrat = 0.1 ccm Bint); die absolute Konzentration 
ist daher 10mal so kicin. 
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menge entsprach, so wurde dies durch eine Korrektur beriick- 
sichtigt, welche bei den gesperrt gedruckten Werten bereits an- 


gebracht ist.*) 
Mit Hilfe dieser beiden Methoden, der Titrationsmethode und 


dem colorimetrischen Verfahren, waren wir imstande, die Gesamt- 
reduktion im Blut in seine beiden Komponenten Blutzucker und 
Ketol zu zerlegen. Triketon beeinflu8t beide Verfahren nicht. 


Demnach verfuhren wir in folgender Weise: 

Wir bestimmten einerseits in 2 ccm des Folin- Wu-Filtrates 
nach der colorimetrischen Methode die Gesamtreduktion, die wir 
in Milligrammprozent Glucose ausdriickten; andererseits wurde in 
2cem Folin-Wu-Filtrat mit Hilfe der Titrationsmethode der 
Gehalt des Blutes an Ketol allein bestimmt; die so erhaltenen 
Milligrammprozent Ketol wurden auf Milligrammprozent Glucose 
umgerechnet (100 mg-°/, Ketol = 45 + 1 mg-°/, Glucose) und von 
der Gesamtreduktion abgezogen; dadurch war der Blutzucker 
bestimmt. Mute infolge der Anwesenheit von viel Ketol die Ab- 
lesung der Gesamtreduktion gegen einen hdheren Standard er- 
folgen, als dem Blutzuckergehalt entsprach, so wurde bei der Be- 
rechnung des Blutzuckers dieser Umstand beriicksichtigt und eine 


Korrektur angebracht (vgl. oben).**) 

Leberglykogen (nach Pfliger). Die Leber wurde durch 3stiindiges 
Erhitzen im Wasserbad (Steigrohr) mit 10 ccm 60°/,iger KOH zerstért; nach 
dem Erkalten verdiinnten wir mit Wasser auf 25 ccm und fallten das Glykogen 
im Zentrifugenglas mit 50 ccm 96°/,igem Alkohol. Die weitere Reinigung 
sowie die Hydrolyse mit 2,2°/,iger HCl geschah nach den Angaben von 
Cori.) Bestimmung der Glucose nach Bertrand. 

Bestimmung des nicht resorbierten Ketols im Magen und 
Darm. Magen und Darm wurden fein zerschnitten und mit destilliertem 
Wasser auf der Zentrifuge mehrmals ausgewaschen, tiber Glaswolle filtriert 
und im 100-cem-MeBkolben nach Folin-Wu enteiweiBt. Das Filtrat wurde 
1:10 verdiinnt und davon 2 ccm zur Bestimmung des Ketols mit dem Phosphor- 
Molybdansiurereagens verwendet. Der bei den Kontrolltieren gefundene 


*) Diese Korrektur beruht auf der bekannten Tatsache, daB z. B. eine 
Zuckerlésung von 50 mg-°/,, gelesen gegen einen Standard von 100 mg-°/,, 
einen etwas niedrigeren Wert als 50 mg-°/, gibt; diese experimentell ermittelte 
Differenz wurde beim Abzug der Glucose von der Gesamtreduktion beriick- 
sichtigt. 

**) Die neue Folinsche Blutzuckermethode [J. of biol. Chem. 82, 83 
(1929)] tragt diesem Umstand bei der Bestimmung hypoglykaémischer Blut- 
zucker (50 mg-°/,) Rechnung; da wir bei der Bestimmung der Gesamtreduktion 
es mit Werten zu tun hatten, die zwischen 100 und 200 mg-°/, lagen, so hatte 
in unserem speziellen Falle diese Methode keine Vermeidung der Korrekturen 


bedeutet. 
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Blindwert von 0,04—0,05 ccm n/100-KMnO, fiir 2cem des _ verdiinnten 
Folin-Wu-Filtrates wurde bei den Versuchstieren regelmaBig in Abzug 
gebracht. 


Harn. Der in Vor- und Versuchsperiode getrennt gesammelte Harn 
wurde auf ein Volumen von 10 ccm verdiinnt und damit nach Méglichkeit 
die nachstehenden Reaktionen ausgefiihrt. 

Vorperiode: Reduzierende Substanzen: Benedict; Acetonkérper: 
Nitroprussidreaktion nach Rothera*); Eiwei8: Sulfosalicylsiure und Kalium- 
ferrocyanid. 

Versuchsperiode: Eiwei8 und reduzierende Substanzen wie in Vor- 
periode. 

Rothera-Probe: Positiv bei Anwesenheit von Acetonkérpern (Aceton 
und Acetessigsiure), Ketol und Triketon. 

FeCl,: Acetessigsiure: Rotfirbung, die in der Hitze verschwindet; 
Triketon: Rotfarbung, die in der Hitze nicht verschwindet; Ketol: in der 
Kalte keine Rotfarbung, wohl aber in der Hitze (Oxydation des Ketols zum 
Triketon). 

Zerstért man durch Kochen des Harnes zuerst eventuell vorhandene 
Acetessigsiure, so zeigt eine Rotfirbung mit FeCl, in der Kalte die Anwesen- 
heit von Triketon an; Farbvertiefung beim darauffolgenden Erhitzen spricht 
fiir die Anwesenheit von Ketol (Ketol reduziert auch Benedict -Reagens). 

Trennung der Acetonkérper von Ketol und Triketon (aus- 
gefiihrt mit 5 ccm des verdiinnten Harns): 

Aceton: Ubliche Bestimmungsmethode durch Durchleiten von Luft in 
der Kalte. 

Acetessigsiure: Die gewéhnliche Destillationsmethode in der Hitze bei 
Gegenwart fon Saéure war in unserem Falle nicht anwendbar; Ketol und 
vielleicht auch Triketon spalten dabei jodoformbildende Substanzen ab. Wir 
erhitzten daher den Harn unter RiickfluB kurze Zeit zu schwachem Sieden, 
zerstérten so die Acetessigsiure, lieBen erkalten und bestimmten das Aceton 
wie oben; vorgelegt: n/100-Jodlésung. 

Quantitative Bestimmung des Ketols: 1 Teil Harn wurde mit 
2 Teilen 4°/,igem Bleiacetat und 3 Teilen 6°/,igem Natriumsulfat versetzt 
und 2 cem des Filtrats zur Bestimmung des Ketols mit dem Phosphor—Molyb- 
dansaurereagens verwendet. Diese Vorbehandlung des Harns hatte sich schon 
bei der Bestimmung des Dioxyacetons im Harn bewahrt (Me Clellan)) und 
ist notwendig, da jeder Harn beim Kochen mit diesem Reagens eine mehr 
oder minder starke Blaufarbung gibt. Der Blindwert von 0,04—0,05 ccm 
n/100-KMnO, fiir 2 ccm Filtrat wurde regelmaBig in Abzug gebracht; dem 
Harn zugesetzte Mengen Ketol wurden innerhalb der Fehlerquellen wieder- 
cefunden. 

C. Tierversuche. 


Die Bestimmung des Glykogengehaltes in der Leber von 
11 Kontrolltieren nach durchschnittlich 32stiindigem Hungern 
ergab im Mittel 0,123 g-°/, fiir 100 g Leber; dieser Mittelwert 





*) Ein kleines Reagenzglas wurde mit festem Ammonsulfat beschickt 
und unter gutem Schiitteln hintereinander mit je 2 Tropfen Harn, 5°/, Nitro- 
prussidnatrium und starkem Ammoniak versetzt. 
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stimmt mit dem anderer Autoren gut iiberein. Cori): 0,10, 0,2 
und 0,16; Long?’): 0,081; Catron?®): 0,09 usw. 

Die nebenstehende Haupttabelle stellt einen Auszug von 
32 untersuchten Tieren dar und gibt die Ergebnisse der Ketol- 
verfiitterung wieder, wobei fiir die Einreihung der Tiere die wahrend 
der Versuchszeit resorbierte Menge Ketol maBgebend war. 


D. Diskussion der Versuche. 


1. Resorption des Ketols. Aus der Tabelle ist ersichtlich, 
jaB bei Verfiitterung von 100 mg Ketol pro 100 g K6érpergewicht 
fast immer nach 3 Stunden mehr als die Halfte resorbiert worden 
ist (Ausnahme Ratte Nr. 1); bei den Ratten Nr. 4 und 6 trat 
sogar vollstandige Resorption ein. Bei héheren Dosen betrug die 
resorbierte Menge Ketol im allgemeinen weniger als die Halfte 
Ausnahmen: Ratten Nr. 16, 17, 18 und 20). Diarrhoen wurden 
nie beobachtet. 

2. Leberglykogen. Nach Verfiitterung von 100 mg Keto! 
pro 100 g Ko6rpergewicht ist ein deutlicher Anstieg des Leber- 
slykogens zu beobachten (Mittelwert 0,470 gegeniiber 0,123 bei 
den Kontrollen); allerdings ist er, wie zu erwarten war, abhangig 
von der resorbierten Menge Ketol; bei den Ratten Nr. 1 und 2 
diirfte ee Resorption von nur 52 mg Ketol fiir eine Erhéhung 
des Glykogengehaltes in der Leber nicht ausgereicht haben. 
Andererseits scheinen bei einer Resorption von mehr als 120 mg 
die toxischen Eigenschaften des Ketols zu sehr in den Vorder- 
srund zu treten und einen Glykogenansatz zu verhindern (Ratten 
Nr. 10—17); der Mittelwert von 0,136 zeigt keine Abweichung 
von dem der Kontrollen: 0,123; bei toxischen Dosen kommt es zu 
einer vollstaéndigen Mobilisierung des Leberglykogens (Ratten 
Nr. 18—20). 

3. Blutzucker. Der Blutzucker zeigt bis auf 2 Ausnahmen 
Ratten Nr. 11 und 12) einen durchschnittlichen Anstieg von 
20 mg-°/, (Héchstanstieg: 48 mg-°/, bei Ratte Nr. 4); es er- 
scheint bemerkenswert, daB der Anstieg des Blutzuckers bei den 
Tieren mit Glykogenansatz (Mittelwert: 29 mg-°/,; Ratten Nr. 3 
bis 9) héher ist als bei den tibrigen Tieren (Mittelwert: 12,5 mg-°/,); 
wir wollen vorléufig festhalten, daB nach Verfiitterung von Ketol 
ein leichter Anstieg im Blutzuckerspiegel zu beobachten war. 
Die Frage, ob es sich hierbei um eine tatsachliche hyperglykamische 
Wirkung des Ketols handelt, ferner ob dieselbe primarer oder 
sekundérer Natur ist (Ausschwemmung von Zucker aus der Leber 
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nach vorhergegangener Glykogenbildung) soll, wie eingangs er- 
wihnt, unter geeigneteren Versuchsbedingungen nochmals be- 
handelt werden. 

4. Ketolim Blut. Nach Verfiitterung von 100mg Ketol pro 
100 g K6érpergewicht konnte nach 3 Stunden im Blut mit Hilfe 
des Phosphor—Molybdinsaurereagens neben Glucose fast nie Ketol 
nachgewiesen werden (Ausnahme Ratte Nr. 1 und 5); bei héheren 
Dosen konnten Werte bis zu 203 mg-°/, beobachtet werden. 

5. Triketonim Blut. Aus dem positiven Ausfall der Nitro- 
prussidreaktion im Plasma bei Abwesenheit von Ketol (Ratten 
Nr. 2, 4, 6—9) glauben wir auf die Anwesenheit von Triketon 
schlieBen zu dirfen. 

6. Harn. Der von den Tieren in der Vorperiode ausgeschiedene 
Harn war stets fret von pathologischen Bestandteilen (Zucker, 
Acetonkérper und Eiwei8; in der Tabelle nicht angefiihrt). Die 
wihrend der 3stiindigen Versuchsperiode gesammelte Harnmenge 
wechselte im allgemeinen zwischen wenigen Tropfen und 2 ccm; 
mit Riicksicht auf diese geringen Mengen wollen wir die Ergebnisse 
der Harnuntersuchung nur mit einem gewissen Vorbehalt be- 
werten und diskutieren. Zusammenfassend laBt sich sagen, dafi 
Aceton und Acetessigsiure 1m Harn nicht nachgewiesen werden 
konnten; das Auftreten geringer Mengen von Ketol und Triketon 
im Harn, namentlich nach Verabreichung héherer Ketoldosen, 
erscheint uns nicht auffallend und kann bei den immerhin toxischen 
Rigenschaften des Ketols verschieden gedeutet werden. Uber 
Verdiinnung und Vorbehandlung des Harnes vgl. den Abschnitt 
Methodik. 


a) Reduktion nach Benedict: Die Reduktionsprobe nach Benedict 
war im allgemeinen negativ (Ausnahmen: Ratten Nr. 12 und 20); bei den 
Tieren Nr. 13—16 war eine leichte Verfairbung des Benedict-Reagens zu 
beobachten (in der Tabelle nicht vermerkt; erst héhere Ketolkonzentrationen 
bewirken einen deutlichen positiven Ausfall der Reduktionsprobe). 

b) Aceton und Acetessigsaiure: Die quantitative Untersuchung auf 
Aceton und Acetessigsiure im Harn der Tiere Nr. 11—18 ergab jedesmal die 
Abwesenheit dieser Substanzen; wir glauben daher, auch bei den iibrigen 
Tieren auf ihre Abwesenheit im Harn schlieBen zu diirfen. 

c) Nitroprussidreaktion: Der fast durchweg positive Ausfall der 
Nitroprussidreaktion bei Abwesenheit von Aceton und Acetessigsiure mul 
auf ausgeschiedenes Ketol und Triketon zuriickgefiihrt werden; da eine Kon- 
zentration von 5 mg Ketol in 10 ccm Harn die unterste Grenze fiir den Nachweis 
mit Nitroprussid darstellt, so diirfte bei den Tieren Nr. 2—9 (Ausnahme Ratte 
Nr. 4) der positive Ausfall durch die Anwesenheit von Triketon mitbedingt 
sein; mangels einer quantitativen Bestimmung des Ketols bei den Tieren 
Nr. 10—20 kénnen wir diesbeziiglich nicht naher differenzieren. 
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d) Ketol: Die von den Versuchstieren Nr. 2-9 im Harn ausgeschiedene 
Gesamtmenge Ketol schwankt zwischen 0,5 und 5,3 mg; die Anwesenheit von 
Ketol ergibt sich auch aus dem Auftreten bzw. der Farbvertiefung der FeCl,- 
Reaktion in der Hitze (Oxydation des Ketols zum Triketon; Ratten Nr. 2—5, 
7, 12, 13, 15 und 18) sowie aus dem positiven Ausfall der Reduktion nach 
Benedict [vgl. unter a) Ratten Nr. 12 und 20}. 


e) Triketon: Fir die Anwesenheit von Triketon spricht der positive 
Ausfall der FeCl,-Reaktion in der Kalte bei Abwesenheit von Acetessigsdure ; 
diese Reaktion ist weniger empfindlich als die Nitroprussidreaktion, wodurch 
der negative Ausfall der FeCl,-Probe bei den Tieren Nr. 2—5 seine Erklarung 
finden diirfte [vgl. oben unter c)]. 

7. Klinische Erscheinungen. Nach Verfiitterung von 
250 mg Ketol pro 100 g Korpergewicht konnte bei den Ratten 
regelmaéBig nach kurzer Zeit eine starke Benommenheit beob- 
achtet werden; die Tiere schreckten leicht zusammen, fiihlten sich 
sichtlich unwohl, waren durstig und hatten 6fters eine beschleunigte 
Atmung; bei héheren Dosen lagen die Tiere mit fliegender Atmung 
hiufig auf der Seite, zeigten Temperaturabfall und hatten starke 
Bluteindickung. 100mg Ketol pro 100g K6rpergewicht ver- 
ursachten entweder keine Symptome oder lieBen dieselben nur 
andeutungsweise auftreten. 


Zusammenfassung. 


Verfasser eréffnen mit der vorliegenden Arbeit eine Reihe 
von Untersuchungen, in denen die Frage der Umwandlung von 
Fett in Kohlehydrat durch intermediire Bildung von Ketol, dem 
3-Oxyacetonylaceton (entstanden aus Methylglyoxal und Acet- 
essigsiure), auf ihre biologische Bedeutung geprift werden soll. 

Als erstes Ergebnis wurde iiber die Verainderungen im Glyko- 
gengehalt der Leber und im Blutzuckerspiegel 3 Stunden nach 
Verfiitterung des Ketols an hungernde weife Ratten berichtet. 
Wir fanden, daB 100 mg Ketol pro 100 g Korpergewicht einen 
deutlichen Anstieg im Leberglykogen bewirken (Mittelwert 
0,470 g-°/, gegeniiber 0,123 g-°/, bei den Kontrollen) ; die Glykogen- 
speicherung ist abhaéngig von der resorbierten Menge; dieselbe 
wurde bestimmt durch Abzug des im Magen und Darm gefundenen 
Ketols von der verfiitterten Menge. Hohere Ketoldosen lassen auf 
Grund ihrer toxischen Wirkungen den Glykogengehalt der Leber 
unverandert oder verursachen sogar Glykogenschwund. 

Verfasser nehmen an, daB das Ketol im Organismus analog 
den Versuchen in vitro zuerst zum Triketon CH,-CO-CO-CH,:-CO: 
CH, oxydiert wird, welches in 2 Dreier-Kohlenstofiketten zerfiallt 
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(2 Molekiile Methylglyoxal bzw. Brenztraubensiure?); beide Spalt- 
produkte sind Glykogenbildner. Dadurch finde die Glykogen- 
vermehrung in der Leber ihre Erklarung, aber auch der Glykogen- 
schwund bei toxischen Ketoldosen; denn auch Methylglyoxal 
wirkt, in gréBeren Dosen verabreicht, ebenfalls mobilisierend auf 
das Leberglykogen und fiihrt zu ébnlichen klinischen Erscheinungen, 
wie sie nach Verfiitterung gréBerer Ketolmengen beobachtet 
werden konnten (Néheres in der anschlieBenden Arbeit). Aceton 
oder Acetessigsiure konnten im Harn niemals nachgewiesen werden. 

Nach Verfiitterung von Ketol konnte im allgemeinen ein 
leichter Anstieg im Blutzuckerspiegel beobachtet werden. Die 
Entscheidung, ob es sich um eine hyperglykamische Wirkung des 
Ketols handelt sowie die Frage, ob dieselbe primarer oder sekun- 
dairer Natur ist (Ausschwemmung von Zucker nach vorher- 
gegangenem Auffillen der Glykogendepots in der Leber), soll 
unter geeigneteren Versuchsbedingungen an einem gréBeren Ver- 
suchstier nochmals untersucht werden. 

Mit Riicksicht auf die reduzierenden Higenschaften des Ketols 
wurden 2 Methoden, eine titrimetrische und eine colorimetrische 
Methode, ausgearbeitet, durch deren kombinierte Anwendung es 
méglich war, den Gehalt des Blutes an Ketol neben dem Blut- 


zucker zu bestimmen. 
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Beitrige zur Kenntnis des physiologischen Verhaltens 
der Triosen und ihnen nahestehender Verbindungen. 
I. Mitteilung. 


Vermehrung des Leberglykogens 
nach Verfiitterung von Methylglyoxal und Brenztraubensdaure. 


Von 
R. Stéhr. 





(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4. Februar 1932.) 


In der vorangehenden Arbeit!) war uber die Vermehrung des 
Glykogengehaltes der Leber bei Ratten nach Verfiitterung von 
Ketol (8-Oxyacetonyl-aceton, erhalten aus Methylglyoxal und 
Acetessigsiure), dem moglichen Zwischenprodukt beim Ubergang 


von Fett in Kohlehydrat, berichtet worden. Die Glykogenbildung 
' war analog den Versuchen in vitro”) durch Oxydation des Ketols 


zum Triketon CH,-CO-CO-CH,:CO-CH3, welches im Blut nach- 


cewiesen worden war, und Zerfall desselben in 2 Dreier-Kohlen- 
 stoffketten (Methylglyoxal bzw. Brenztraubensdiure?)  erklirt 


worden. Anfanglich beobachteter Glykogenschwund bei zu hoher 
Ketolbelastung war die Veranlassung Methylglyoxal und Brenz- 
traubenséure fiir sich allein auf ihre Fahigkeit der Glykogen- 
bildung in der Leber bei hungernden weifen Ratten zu unter- 
suchen; dies schien um so begriindeter, als bei beiden im Zentrum 
des Kohlehydratstoffwechsels stehenden Substanzen diesbeziigliche 
Angaben in der Literatur zum Teil fehlen oder sich widersprechen. 


I. Methylglyoxal. 


Uber eine Vermehrung des Glykogengehaltes in der Leber 
durch Methylglyoxal finden sich in der Literatur keine Angaben. 
Methylglyoxal hat bisher im Tierversuch keineswegs die Eigen- 
schaften gezeigt, die man von einem Zwischenprodukt im Kohle- 
hydratstoffwechsel erwarten sollte. 
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Sjollema und Seekles?) wiesen darauf hin, daB Methylglyoxal entgegen 
den Angaben von Dakin und Dudley‘) toxisch wirkt, die durch Insulin 
erzeugte Hypoglykamie nicht behebt und Glykosurie verursacht, die weit 
gréBer ist als der zugefiigten Menge Methylglyoxal entspricht; die letalen 
Dosen liegen relativ niedrig (per os: 1,5 g pro Kilogramm Kaninchen; intra. 
venés: 0,3 g pro Kilogramm Kaninchen); Kermack und Mitarbeiter®) fanden 
ebenfalls keine Erholung von der Insulinhypoglykaémie durch Methylglyoxal. 
Ahnliche Erscheinungen wie die von Sjollema und Seekles beschriebenen 
wurden auch von Fischler®) beobachtet. Schneider und Widmann’) 
haben den EinfluB von Methylglyoxal auf den Blutzucker, den Milchsaure- 
spiegel und die Alkalireserve im Blut untersucht; sie fanden eine Abnahme 
der Alkalireserve und eine starke Vermehrung der Milchsaure; der Blutzucker 
blieb anfainglich unverandert und stieg erst spiter an; letztere Erscheinung 
erklarten sie damit, daB der erhéhte Blutzucker durch Ausschwemmung von 
Zucker aus den aufgefiillten Glykogendepots der Leber bedingt ist. Dai 
Milchsaiure glykogenbildend wirkt, geht aus den Versuchen von Cori§) hervor, 
welcher nach Verfiitterung von Milchséiure an hungernde weiBe Ratten eine 
Vermehrung des Glykogengehaltes in der Leber gefunden hat. Die toxischen 
Eigenschaften des Methylglyoxals beruhen nach Schneider und Widmann 
auf einer starken Vermehrung der Milchsiure. Fiir die Bildung der Milchsaure 
aus Methylglyoxal spricht auch die weite Verbreitung der Glyoxalase im 
Organismus. 


Es schien uns absolut sicher, daB man eine Zuckerbildung 
bzw. eine Glykogenvermehrung durch Methylglyoxal nachweisen 
kénne und daB ein positives Ergebnis vielleicht lediglich eine 
Frage der richtigen Dosierung sei; denn es mute mit Riicksicht 
auf die Befunde von Elias®) — jede Ubersiiuerung des Organismus 
wirkt mobilisierend auf das Leberglykogen — bei héheren Methy!- 
glyoxaldosen wegen einer wahrscheinlich sehr starken Milchsaure- 
bildung gerade umgekehrt mit einer Verarmung an Glykogen in 
der Leber gerechnet werden. Diese Annahme hat sich vollauf 
bestitigt. 

Unsere Versuche ergaben, daf 3 Stunden nach Verfiitterung 
von 0,1 g Methylglyoxal pro 100 g Korpergewicht an hungernde 
weiBe Ratten ein deutlicher Anstieg im Glykogengehalt der Leber 
beobachtet werden konnte (Mittelwert 0,521 g-°/, Glykogen fiir 
100 g Leber gegeniiber 0,123 g-°/, bei den Kontrollen); héhere 
Methylglyoxaldosen (0,15—0,2 g pro 100 g Korpergewicht) fiihrten 
hingegen zu weitgehender bis vollstandiger Glykogenverarmung 
der Leber (Mittelwert 0,007 g-°/, fiir 100 g Leber gegeniiber 
(),123 g-°/, bei den Kontrollen). 

Die Tiere zeigten typische Vergiftungserscheinungen; sie waren anfangs 
sehr stark benommen, schreckten leicht zusammen, hatten beschleunigte 


Atmung und stellten die Haare auf; nach Verfiitterung von 0,1 g Methyl- 
glyoxal pro 100 g Kérpergewicht erholten sie sich in der Regel nach 2 Stunden 
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wieder und waren gegen Ende des Experiments ganz munter; bei héheren 
Dosen trat keine Erholung mehr ein; die Tiere lagen auf der Seite, hatten 
Temperaturabfall und muBten mit Riicksicht auf ihren Allgemeinzustand 
zum Teil vor Ablauf der projektierten Versuchsdauer von 3 Stunden nach 
2—21/, Stunden getétet werden; diese Tiere zeigten eine starke Bluteindickung. 

Der Blutzucker blieb im allgemeinen unverindert; zur Be- 
stimmung des nicht resorbierten Methylglyoxals verwendeten wir 
das Phosphor -Molybdanséurereagens der Folinschen Blut- 
zuckermethode?!®) (vgl. den Abschnitt Experimenteller Teil); mit 
Hilfe dieses Reagens war Methylglyoxal im Blut nach 3 Stunden 
mit wenigen Ausnahmen nicht mehr nachweisbar. 


II. Brenztraubensaure. 


Die Angaben in der Literatur iiber Glykogenbildung in der 
Leber durch Brenztraubensiure widersprechen sich ziemlich. 


P. Mayer!!) fand bei Kaninchen, die 10—11 Tage gehungert hatten, 
eine Vermehrung des Glykogengehaltes der Leber durch Brenztraubensiure ; 
dagegen konnten Parnas und Baer!??) an der iiberlebenden Schildkréten- 
leber und Barrenscheen!*) an der Hundeleber keine Glykogenbildung durch 
Brenztraubenséure beobachten. Die Untersuchungen von Ringer™), Dakin 
und Janney‘) ergaben, daB die Séure zur Bildung von ,,xtrazucker“ fiihrt; 
P. Mayer?) beobachtete starke Hyperglykimie und das Auftreten von Milch- 
siure im Harn; Embden und Oppenheimer”) fanden Milchsiure bei der 
Durchblutung der iiberlebenden Leber mit Brenztraubensiure. Andererseits 
haben die Untersuchungen von Meyerhof, Lohmann und Meier’®) gezeigt, 
da8 Brenztraubensiure im Muskel Glykogen zu bilden imstande ist. Nach 
Fischler*) behebt Brenztraubensiure die durch Insulin erzeugte Hypo- 
glykimie nicht. 

Unsere eigenen Versuche ergaben, dafi 3 Stunden nach Ver- 
fiitterung von 0,1—0,185 g Brenztraubensiure (neutralisiert durch 
\a-Bicarbonat) pro 100 g Kérpergewicht sich ein starker Anstieg 
im Glykogengehalt der Leber bei weiBen hungernden Ratten fest- 
stellen lieB (Mittelwert 0,771 g-°/, Glykogen pro 100 g Leber 
gegeniiber 0,051 g-°/, bei den Kontrollen), der durch intermediire 
Bildung von Milchséure gut erklarbar ist. 

Der Blutzucker zeigte 3 Stunden nach Verfiitterung von 


brenztraubensiure keine Verainderung. 


Experimenteller Teil. 


A. Versuchsanordnung. 


Uber Versuchsmaterial, Versuchsanordnung und Behandlung der 
Kontrolltiere vgl. den Abschnitt Versuchsanordnung im experimentellen Teil 
der vorangehenden Arbeit!); das Methylglyoxal wurde durch Destillation von 
Dioxyaceton mit Phosphorpentoxyd dargestellt und durch nochmalige Frak- 
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kénne und daB ein positives Ergebnis vielleicht lediglich eine 
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Temperaturabfall und muBten mit Riicksicht auf ihren Allgemeinzustand 
zum Teil vor Ablauf der projektierten Versuchsdauer von 3 Stunden nach 
2—21/, Stunden getétet werden; diese Tiere zeigten eine starke Bluteindickung. 
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das Phosphor -Molybdinséurereagens der Folinschen  Blut- 
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Leber durch Brenztraubensdéure widersprechen sich ziemlich. 


P. Mayer!!) fand bei Kaninchen, die 10—11 Tage gehungert hatten, 
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leber und Barrenscheen!*) an der Hundeleber keine Glykogenbildung durch 
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und Janney"*) ergaben, daB die Saure zur Bildung von ,,Extrazucker“ fiihrt; 
P. Mayer?) beobachtete starke Hyperglykaimie und das Auftreten von Milch- 
siure im Harn; Embden und Oppenheimer”) fanden Milchsaure bei der 
Durchblutung der iiberlebenden Leber mit Brenztraubensiure. Andererseits 
haben die Untersuchungen von Meyerhof, Lohmann und Meier") gezeigt, 
da8 Brenztraubensiure im Muskel Glykogen zu bilden imstande ist. Nach 
Fischler*) behebt Brenztraubenséure die durch Insulin erzeugte Hypo- 
glykamie nicht. 

Unsere eigenen Versuche ergaben, daB 3 Stunden nach Ver- 
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stellen lieB (Mittelwert 0,771 g-°/, Glykogen pro 100 g Leber 
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Brenztraubensdure keine Verinderung. 


Experimenteller Teil. 
A. Versuchsanordnung. 


Uber Versuchsmaterial, Versuchsanordnung und Behandlung der 
Kontrolltiere vgl. den Abschnitt Versuchsanordnung im experimentellen Teil 
der vorangehenden Arbeit!); das Methylglyoxal wurde durch Destillation von 
Dioxyaceton mit Phosphorpentoxyd dargestellt und durch nochmalige Frak- 
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tionierung im Vakuum vollsténdig gereinigt'’); die Brenztraubensaure (Kahl- 
baumsches Priparat) wurde vor der Verfiitterung mit Na-Bicarbonat 
neutralisiert. 


B. Methodik. 


Verdiinnte Methylglyoxallésungen geben beim Erhitzen mit 
Phosphor-Molybdansaurereagens, dargestellt nach Folin- Wu!) 
oder nach Folin?®), eine Blaufairbung, die bei Zusatz von KMn0, 
verschwindet; das Folinsche Reagens verdient insofern den Vor- 
zug, als der Verbrauch an KMn0Q, bei letzterem nahezu doppelt so 
groB ist als bei dem ersteren. Glucose reduziert dieses Reagens 
nur minimal (1 mg Glucose gibt eine Blaufirbung, die schon nach 
Zusatz von 0,05 cem n/100-KMnO, verschwindet). 

Zur Ausarbeitung der Methodik bereiteten wir uns aus reinem 
Methylglyoxal Testlésungen, deren Stirke wir nach Fischler und 
Boettner?®) jodometrisch bestimmten. 2ccm dieser Lésungen 
wurden jeweils in einem Reagenzglas mit 2 cem des Phosphor 
Molybdinsaéurereagens nach Folin?®) versetzt, gut durchgemischt, 
genau 15 Minuten im kochenden Wasserbad erhitzt, gekiihlt und 
mit n/100-KMnO, unter sehr gutem Umschiitteln auf farblos 
titriert. Der Farbumschlag ist bei richtigem Arbeiten gut erkennbar: 
ein UberschuB von KMnO, muB vermieden werden, da derselbe 
die Feststellung des Endpunktes unméglich macht und infolge der 
weiteren Oxydation der entstandenen Zwischenprodukte sehr bald 
verschwindet; bei einem Verbrauch von mehr als 1 cem n/100- 
KMnO, empfiehlt es sich etwas verdiinnte Schwefelséure zuzusetzen. 

Die Reduktion des Phosphor-Molybdanséurereagens erfolgt 
nicht ganz linear der Konzentration des Methylglyoxals; dies liegt 
daran, daB die Reduktion nicht bei einem bestimmten Punkt 
stehen bleibt; daher ist es wichtig die Zeit des Erhitzens genau 
einzuhalten und eine weitere Reduktion durch sofortiges Einstellen 
in kaltes Wasser zu unterbrechen. Die anschlieBende Tabelle gibt 
den Verbrauch an Kubikzentimetern KMnO, bei verschiedenen 
Konzentrationen des Methylglyoxals nach 15 Minuten langeim 
Krhitzen wieder: 

2 cem einer Lésung von 
2,5 mg-°/, Methylglyoxal verbrauchten 0,12 cem n/100-KMnO, 


5 mg-°/, » » 0,22 ccm 
10 mg-°%/, mm " 0,45 cem 
20 mg-°/, ‘ " 0,89 ccm 
40 mg-°/, - » 1,67 ccm - 


Der Wert von 0,45 cem n/100-KMnO, wurde als Grundlage 
der Berechnung gewihlt; demnach entsprechen 1 mg Methy!- 
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glyoxal nach 15 Minuten langem Erhitzen 2,25 cem n/100-KMnQ,"*) ; 
der Kinflu8 der Dauer des Erhitzens auf den Verbrauch von KMnO, 
ist aus der folgenden Gegeniiberstellung ersichtlich: 
2 cem einer Lésung von 10 mg-°/, Methylglyoxal verbrauchten nach 
5 Minuten langem Erhitzen 0,24 cem n/100-KMnO, 


10 a - om 0,37 cem 
15 * ie s 0,45 cem 

20 ‘i ss - 0,51 eem is 
) 30 - 7 si 0,57 ecm - 


Die Anwesenheit von Glucose beeinfluBt die Bestimmung des 
Methylglyoxals mit dem Phosphor-Molybdinsiurereagens nicht; 
Methylglyoxal in verschiedenen Konzentrationen Glucose zu- 
gesetzt, konnte innerhalb der Fehlerquellen quantitativ wieder- 
gefunden werden. Fir sich allein erhitzt, gibt das Reagens nicht 
die geringste Blaufairbung. Diese Methode bot uns einen einfachen 
und raschen Weg zur Bestimmung des nicht resorbierten Methy|- 
slyoxals im Magen- und Darmextrakt sowie zur Entscheidung der 
Frage, ob Methylglyoxal nach 3 Stunden im Blut neben Zucker 
noch nachweisbar war. 

Der Blutzucker wurde nach Folin?®) colorimetrisch bestimmt. 
Kine Zerlegung der Gesamtreduktion im Blut in seine beiden 
Komponenten (Blutzucker und Methylglyoxal?) kam nicht in 
Frage, nachdem die spezifische Reduktion des Methylglyoxals, 
bestimmt mit Folins colorimetrischer Blutzuckermethode ?°), 
segeniiber Glucose sehr klein ist (etwa 1/, des Wertes von Glucose) 
und Methylglyoxal 3 Stunden nach Verfiitterung im Blut fast 
niemals nachweisbar war. Davon iiberzeugten wir uns, indem wir 
unter Bericksichtigung der oben angefiihrten Versuchsbedingungen 
2cem des Folin-Wu-Filtrates mit 2 cem des Phosphor--Molyb- 
dansaurereagens nach Folin erhitzten; bei den Versuchstieren 
wurde regelmaBig fiir 2ccm eiweiBfreies Blutfiltrat 0,08 ccm 
' @ n/100-KMn0O, als ,,Blindwert‘‘ in Abzug gebracht (iiber ,,Blind- 
/  wert®’ vgl. den Abschnitt Methodik im experimentellen Teil der 
vorangehenden Arbeit.*) 

Magen und Darm wurden zerkleinert, mehrmals auf der Zentrifuge mit 
Wasser gewaschen und im 100 ccm-MeBkolben nach Folin-Wu mit Na- 


Wolframat und 2/, n-Schwefelsiure enteiweiBt; das Filtrat wurde 1:10 ver- 
diinnt und davon 2 ccm zur Bestimmung des nicht resorbierten Methylglyoxals 


*) Bei Verwendung des Phosphor-Molybdiansaurereagens nach Folin- 
Wu!8) entsprechen 1 mg Methylglyoxal bei 15 Minuten langem Erhitzen 
1,32 cem n/100-KMn0O,. 


O* 
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verwendet (Abzug fiir ,,Blindwert** 0,07 com n/100-KMnO, fiir 2 ccm des 
verdiinnten Folin-Wu-Filtrates). Uber die Bestimmung des Glykogen- 
gehaltes der Leber vg]. den Abschnitt Methodik im experimentellen Teil der vor- 
angehenden Arbeit.!) Der Harn wurde in der Vor- und Versuchsperiode ge- 
trennt gesammelt, auf 10 ccm verdiinnt und damit nachstehende Reaktionen 
ausgefiihrt: reduzierende Substanzen: Zuckerreagens nach Benedict; Aceton- 
kérper: Nitroprussidreaktion nach Rothera; EiweiB: Sulfosalicylsiure und 
Kaliumferrocyanid; Reaktion: Lackmus. 


C. Tierversuche. 


I. Methylglyoxal. Die Versuche mit Methylglyoxal wurden 
an méannlichen weiBen Ratten durchgefiihrt, welche vorher 
32 Stunden gehungert hatten; die Bestimmung des Glykogen- 
gehaltes in der Leber von 11 Kontrolltieren ergab im Durch- 
schnitt 0,123 g-°/, fir 100 g Leber. Die nebenstehende Tab. 1] 
gibt die Verainderungen im Glykogengehalt der Leber 3 Stunden 
nach Verfiitterung von Methylglyoxal wieder. 


Diskussion der Versuche. 


1. Resorption des Methylglyoxals. Die Versuche er- 
gaben, daf 3 Stunden nach Verfiitterung im Durchschnitt 4/,—1/, 
der gegebenen Menge Methylglyoxal resorbiert worden war (mehr 
als die Halfte bei den Ratten Nr. 9, 10, 11, 15 und 17); bei gleichen 
Dosen pro 100 g K6rpergewicht resorbierten die jiingeren Tiere 
(Ratten Nr. 7—12) mehr als die ilteren (Ratten Nr. 1—6). 

2. Leberglykogen. Nach Verfiitterung von 100 mg Methy]- 
glyoxal pro 100 g Korpergewicht konnte nach 3 Stunden ein deut- 
licher Anstieg im Leberglykogen beobachtet werden (Mittelwert 
0,521 g-°/, fiir 100 g Leber gegeniiber 0,128 g-°/, bei den Kon- 
trollen); bei Methylglyoxaldosen von 150—200 mg pro 100 ¢ 
Korpergewicht kam es zu einer weitgehenden Verminderung des 
Glykogengehaltes der Leber (Mittelwert 0,007 g-°/, fiir 100 g 
Leber gegeniiber 0,123 g-°/, bei den Kontrollen), welche wir durch 
eine wahrscheinlich starke Milchsiurebildung und die durch Séuren 
im allgemeinen bedingte Mobilisierung des Leberglykogens er- 
kliren méchten. Die stirksten Anstiege wurden nach einer Re- 
sorption von 40—60 mg Methylglyoxal pro 100 g Koérpergewicht 
beobachtet. 

3. Blutzucker. Der Blutzucker zeigte nach 3 Stunden im 
allgemeinen keine wesentlichen Verinderungen (Ausnahme Ratte 


Nr. 14; Erhéhung um 75 mg-®/,). 


1. 
3 Stunden nach Varfitttarnne <, 


VTabelle 


gen im Glykogengehalt der Leber 
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4. Methylglyoxal. Methylglyoxal war mit Hilfe des Phos- 
phor-Molybdansaéurereagens nach Folin bei den Ratten Nr. 1—12 
im Blut nach 8 Stunden nicht mehr nachweisbar; bei den Tieren 
Nr. 18 und 14 wurde eine Reduktion erhalten, die auf Methyl- 
glyoxal umgerechnet dem in der Tab. 1 eingesetzten Wert ent- 
spricht. 

5. Harn. Der Harn war in der Vor- und Versuchsperiode 
frei von reduzierenden Substanzen und FEiweib; die Probe mit 
Nitroprussid war negativ. 

6. Klinische Erscheinungen. Vgl. allgemeinen Teil. 


II. Brenztraubensaure. Fiir die Belastung mit Brenz- 
traubensiiure (neutralisiert mit Na-Bicarbonat) verwendeten wir 
aus Materialriicksichten weibliche Tiere, die gleichfalls 82 Stunden 
gehungert hatten; Versuchs- und Kontrolltiere waren gleich alt, 
unter den gleichen Lebensbedingungen aufgewachsen und wurden 
innerhalb 1 Woche in die Versuche eingestellt. Der Glykogen- 
gehalt der Leber bei sechs weiblichen Kontrolltieren betrug im 
Durchschnitt 0,051 g-9/, fiir 100g Leber. Die anschlieBende 
Tab. 2 gibt die Verinderungen im Glykogengehalt der Leber 
3 Stunden nach Verfiitterung von Brenztraubensaure wieder. 


Tabelle 2. 


Gibt die Verinderungen im Glykogengehalt der Leber 3 Stunden nach Ver- 
fiitterung von Brenztraubensaure (neutralisiert mit Na-Bicarbonat) an hungernde 
weibe Ratten wieder. 


Glykogengehalt der Kontrolltiere: 0,051 g-°/) fiir 100 g Leber. 








Vorperiode Versuchsperiode 
-Brenztrauben- ee id | 
Gew. ly oa Leber- | Ver- 
Nr| nach Gew.-  Blut- es on glykogen | Blut-  anderuny 
32 stdg. Verlust zucker | pro 100g, Ges.- fir 100g. zucker, im Blut- 
Hungern K.-Gew.| Menge , Leber zucker 
g g mg-9/5 mg mg g-°/, mg-%/, mg-°/o 
l 153 20 86 100 150 0,849 87 + | 
2 156 i9 | — 100 160 1,208 67 | — 
3 160 17 | (98 100 160 0,597 | 81 - 12 
4 167 20 | 85 100 170 0,596 |' 93 — 2 
5 145 ll | 88 170 250 0,674 | 99 + 1] 
6 135 17 | 9 185 250 0,705 110 + 13 





Mittelwert 0,771 





fi 
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Diskussion der Versuche. 


1. Leberglykogen. Die Versuche ergaben, da8 3 Stunden 
nach Verfiitterung von 100—185 mg Brenztraubensiure (neutrali- 
siert mit Na-Bicarbonat) pro 100 g Kérpergewicht ein deutlicher 
Anstieg im Glykogengehalt der Leber zu konstatieren war (Mittel- 
wert 0,771 g-°/, fir 100 g Leber gegeniiber 0,051 g-°/, bei den 
Kxontrollen). 


2. Blutzucker. Der Blutzucker zeigte 3 Stunden nach Ver- 
fiitterung von Brenztraubensiure keine Veri&nderungen. 


3. Harn. Der Harn war in der Vor- und Versuchsperiode 
frel von reduzierenden Substanzen und EKiweiB; Nitroprussid- 
reaktion negativ; starke alkalische Reaktion des Harns in der 
Versuchsperiode. 


NB. Alle Tiere litten an mehr oder minder starker Diarrhoe. 


Zusammenfassung. 


Nach Verfiitterung von 100mg Methylglyoxal pro 100g 
Kérpergewicht konnte bei hungernden weifen Ratten nach 
3 Stunden ein deutlicher Anstieg im Glykogengehalt der Leber 
beobachtet werden (0,521 g-°/, fiir 100 g Leber gegeniiber 0,123 g-°/, 
bei den Kontrollen); Methylglyoxaldosen von 150—200 mg pro 
100 g K6rpergewicht bewirkten eine weitgehende Verminderung 
im Glykogengehalt der Leber (Mittelwert 0,007 g-°/, fiir 100 g 
Leber gegeniiber 0,123 g-°/, bei den Kontrollen), welche Verfasser 
durch eine wahrscheinlich sehr starke Milchsiurebildung und die 
durch Séuren im allgemeinen bedingte Mobilisierung des Leber- 
elykogens erklaren zu kénnen glaubt. 

Es wurde eine Methode zur Bestimmung des Methylglyoxals 
mit Phosphor-Molybdansaéurereagens nach Folin beschrieben; mit 
Hilfe dieses Reagens war Methylglyoxal nach 3 Stunden im Blut 
im allgemeinen nicht mehr nachweisbar. Der Blutzucker zeigte 
keine wesentlichen Verinderungen. 


100—185 mg Brenztraubensdéure (neutralisiert mit Na-Bi- 
carbonat) pro 100 g Kérpergewicht bewirkten bei weiBen hungern- 
den Ratten unter den gleichen Versuchsbedingungen eine starke 
Vermehrung im Glykogengehalt der Leber (Mittelwert 0,771 g-°/, 
iur 100 g Leber gegeniiber 0,051 g-°/, bei den Kontrollen); der 
Blutzucker war nach 8 Stunden. unverindert. 








to — 
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Uber die ungesittigten Fettsduren 
der Atherlislichen Phosphatide des Gehirns. 


(4. Mitteilung tiber Phosphatide.)?*) 
Von 
E. Klenk. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Januar 1932.) 


In den friheren Mitteilungen wurde berichtet, da8 unter den 
ungesattigten Fettséuren der atherléslichen Gehirnphosphatide 
(Lecithin und Cephalin) Saiuren der C,,...-, Cop...- und Cy... .- 
Gruppen nebeneinander sich vorfinden. Der Nachweis konnte 
durch Isolierung der entsprechenden gesittigten Siuren aus dem 
hydrierten Fettsiuregemisch erbracht werden. Im folgenden sollen 
nun die den einzelnen Gruppen angehodrenden Fettsiuren noch 
etwas genauer charakterisiert werden. 


Die dariiber bis jetzt vorliegenden Angaben, die sich vor allem auf das 
Cephalin beziehen, sind noch sehr liickenhaft und widersprechen sich vielfach. 
Nach alteren Untersuchungen von Cousin?) und Parnas’) ist die einzige 
ungesattigte Fettsiure, die in diesem Phosphatid in gréBeren Mengen vor- 
kommt, Linolsfiure (C,,H,.0,). Demgegeniiber haben Mac Arthur und 
Burton‘) und vor allem Levene und Rolf5) das Vorhandensein von mindestens 
zwei verschiedenen ungesattigten Fettsduren festgestellt: Olsiure und eine 
durch ihr atherunlésliches Bromadditionsprodukt charakterisierte ungesattigte 
Fettsiure. Mac Arthur und Burton sprachen diesen atherunléslichen 
Bromké6rper als das Octobromid einer Saure C,,H,,0,, Levene und Rolf als 
das Octobrumid der Arachidonsaure C,)H,.0, an. Nach eigenen Befunden*®) 
handelt es sich hier jedoch in der Hauptsache um das Bromid einer Saéure 


1) 3. Mitteilung. Diese Z. 200, 51 (1931). 
2) J. Pharmac. et Chim. (6) 24, 101 (1906). 
3) Biochem. Z. 22, 411 (1909). 

4) J. Am. Chem. Soc. 38, 1375 (1916). 

5) J. of biol. Chem. 54, 91 (1922). 

8) Diese Z. 192, 217 (1930). 
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der C,,...-Gruppe, fiir welche die Formeln C,.H,,0, und C,,H;,0, zur Dis- 
kussion stehen. 

Im Gehirnlecithin haben Levene und Rolf!) dieselben ungesattigten 
Fettsiuren wie im Gehirnecephalin angetroffen. 

Mit Hilfe der von Tsujimoto?) fiir die Abtrennung der hoch 
ungesiittigten Fettsiuren der Lebertrane ausgearbeiteten Lithium- 
salz—Acetonmethode und Twitchells*) bewahrter Bleisalz—Alko- 
holmethode, mit welcher man die gesidttigten Saéuren abtrennen 
kann, wurden zunachst eine Fraktion der hoch ungesattigten und 
eine solche der schwach ungesattigten Fettsiuren dargestellt. Eine 
Trennung der Fettsiuren mit verschiedener Kohlenstoffzahl lief 
sich dann durch fraktionierte Destillation der Methylester er- 
reichen. Fiir den vorliegenden Fall erwies sich der Fraktionier- 
apparat von Jantzen und Tiedcke*) mit seiner ausgezeichnet 
wirksamen, etwa 50 cm langen Fraktionierkolonne als besonders 
veeignet. Er gestattet bei guter Fraktionierwirkung ein verhiiltnis- 
mifig rasches Destillieren, wodurch die bei héheren Temperaturen 
unvermeidliche Polymerisierung der hoch ungesattigten Fettsiuren 
nach Moglichkeit verhindert wird. Es war so schon durch ein- 
malige Destillation eine befriedigende Abtrennung der Séuren der 
Cig. --- und C,,...-Gruppen zu erzielen. Eine leidliche Heraus- 
fraktionierung der Séiuren der C,,...-Gruppe, deren Menge nur 
verhaltnismaibig gering ist, gelang jedoch erst durch eine noch- 
malige Destillation der erhaltenen Zwischenfraktionen. 

Fiir die Beurteilung der mittleren Ungesattigtheit der den 
einzelnen Gruppen angehorenden Fettsiuren seien hier die Jod- 
zahlen der in Betracht kommenden Fraktionen und die der Jod- 
zahl jeweils entsprechenden Zahl der durchschnittlich im Molekiil 
vorhandenen Doppelbindungen angefiihrt. 











Fraktion der hoch ungesittigten Fraktion der schwach un- 
Fettsiuren gesattigten Fettsaiuren 
| ae 2 Go|. a 
ener Doppelbindungen be Doppelbindungen 
ae 96,5 1,13 92 (korr.) 1,07 
| 249 3,14 153 1,94 
|) ae 324 4,42 260 3,56 








1) J. of biol. Chem. 54, 99 (1922). 

2) A. Griin, Analyse der Fette und Wachse, Berlin, J. Springer, 8. 245 
(1925). 8) A. Griin, Analyse usw., S. 221 (1925). 

4) J. prakt. Chem. 127, 277 (1930). 
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Die weitere Untersuchung ergab, daB die Fraktionen, welche 
die Fettsiuren der C,,...-Gruppe enthalten, so gut wie aus- 
schlieBlich aus Olsaiure bestehen. Darauf weisen auch schon die 
angefiihrten Jodzahlen der beiden Fraktionen hin. Méglicherweise 
kommen noch sehr kleine Mengen von héher ungesittigten Fett- 
siuren dieser Gruppe vor. Man erhalt nimlich beim Bromieren 
der Hauptfraktion (Jodzahl 92, korr.), die beim Hydrieren und 
Verseifen zu reiner Stearinsiure fiihrte, spurenweise einen ather- 
unléslichen Bromk6rper, dessen Bromgehalt ungefiihr dem eines 
Hexabromids entspricht. Die Menge ist jedoch so gering, daB ein 
weiterer Beweis fiir das Vorliegen einer Saiure der Cj... .-Gruppe 
gefordert werden mu8. Er war aber infolge der sehr kleinen Sub- 
stanzmengen nicht zu erbringen. 

Von den Fettsiuren der C,, ...-Gruppe konnten zwei einzelne 
[Individuen isoliert und naher charakterisiert werden. Die eine der 
beiden Saéuren besitzt die Formel C,,H;,0, und schmilzt bei 20°. 
Sie ist wahrscheinlich identisch mit der von Bull") aus Dorsch- 
lebertran isolierten und der Olsiurereihe angehérenden Gadolein- 
siure (Schmelzp. 24,5°). Die andere, durch ihren atherunléslichen 
Bromk6érper charakterisierte Saéure besitzt die Formel C,,H3.0, 
und ist wohl identisch mit der von Hartley?) aus den Leber- 
lipoiden von Saugetieren isolierten hoch ungesittigten Arachidon- 
siiure, die auch ein fast regelmaiBiger Bestandteil der Lebertran- 
fettsiuren darstellt. Die Frage, ob daneben noch andere Fett- 
siuren vorhanden sind, mu8 offen gelassen werden. 


Was die Fettsiuren der U,....-Gruppe betrifft, so handelt 
es sich hier, wie aus den hohen Jodzahlen der beiden Fraktionen 
hervorgeht, vorwiegend um sehr hoch ungesittigte Fettsiuren. 
beim Bromieren erhalt man aus diesen Fraktionen einen ather- 
unléshchen Bromkérper, dessen Bromgehalt dem eines Deka- 
bromids sehr nahe kommt. Die diesem Bromkorper zugrunde 
llegende Séure hat demnach die Formel C,,H,,0,. Sie ist wohl 
identisch mit der Clupanodonsiure*) der Lebertrane. Neben dieser 
sind zweifellos in kleineren Mengen auch noch Fettsiuren mit 
weniger als 5 Doppelbindungen vorhanden. Uber ihre Natur kann 


1) Ber. chem. Ges. 39, 3570 (1906). 

*) J. of Physiol. 88, 353 (1909). 

°) Tsujimoto, Chem. Umschau auf dem Gebiet der Fette usw. 29, 261 
(1922). 
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noch nichts Naheres ausgesagt werden. Versuche zur Abtrennung 
einer Fettsiure der Olsdurereihe blieben ergebnislos. 

Ks ist eine gewiB bedeutungsvolle Tatsache, daB die fiir die 
Leberéle der Fische so charakteristischen ungesattigten Fettsaiuren 
der Cyy...- und C,....-Gruppen auch bei den landlebenden 
Saugetieren anzutreffen sind, und zwar als offenbar regelmaBige 
Bestandteile der Phosphatide vom Typ des Lecithins und Cephalins. 


Gewinnung des Ausgangsmaterials. 


Die Fettsiuren wurden, wie friiher beschrieben!), aus dem 
Atherextrakt des von Cholesterin befreiten Gehirnpulvers 
(Menschengehirn) gewonnen. Die Menge der verarbeiteten ather- 
léslichen Phosphatide betrug 1019 g (1250 g Trockenriickstand des 
Atherextraktes —281 g zuriickgewonnenes Protagon). 

Die bei der Spaltung anfallende Fraktion der ungesattigten 
Fettsiuren wurde zur Verseifung etwa vorhandener Ester mit 
methylalkoholischer Kalilauge unter Rickflu8 1 Stunde gekocht. 
Die wieder abgeschiedenen und durch Ausschitteln mit Petrol- 
iither zuriick erhaltenen Saéuren léste man dann in Aceton und 
trennte nach Tsujimoto mit Hilfe von 10°/jigem waBrigen 
Lithiumhydroxyd die schwach ungesittigten Fettséuren als schwer 
lésliche Lithiumsalze ab. In Losung verblieben die Lithiumsalze 
der hoch ungesittigten Fettsiuren zusammen mit dem Unverseif- 
baren. Nach Abdestillieren des Acetons (gegen Ende unter ver- 
mindertem Druck) zerlegte man die Lithiumsalze durch Zugabe 
von Mineralsiure, nahm die Substanz in Petrolather auf und destil- 
lierte den Petrolither ab. Es verblieben 197 g eines braunen Ols. 

Die durch Zerlegung der schwer léslichen Lithiumsalze ge- 
wonnene Fettsiurefraktion enthielt noch kleinere Mengen von 
gesittigten Fettsiuren, die nach der Methode von Twitchell 
durch Fallung mit Bleiacetat aus alkoholischer Lésung abgetrennt 
wurden. Die Menge der so erhaltenen schwach ungesattigten 
Fettsiuren betrug etwas iiber 200 g. 

Die Bleifallung war stark gefarbt. Sie léste sich teilweise in Ather. Die 
Zerlegung der atherunléslichen Bleisalze ergab 25g gesattigte Fettsauren. 
Aus der atherischen Lésung wurde nach Entfernung des Bleis durch Schiitteln 
mit verdiinnter Salpetersiure eine nicht destillierbare, schwarzbraune Masse 


von pechartiger Beschaffenheit erhalten (20g). Obgleich alle Operationen 
so weit wie méglich unter AusschluB von Luft in einer Kohlendioxydatmosphare 


1) Diese Z. 200, 55 (1931). 
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vorgenommen wurden, so handelte es sich hier doch wahrscheinlich um durch 
Einwirkung von Luftsauerstoff entstandene Zersetzungsprodukte der un- 
gesittigten Fettsauren. 

Eine weitere Menge von hoch ungesiattigten (21 g) und schwach 
ungesittigten (85 g) Fettsiuren konnte durch Aufarbeitung der 
urspringlichen Fraktion der gesittigten Fettsiuren erhalten 
werden. Ihre Abtrennung erfolgte wie oben durch kombinierte 
Anwendung der Methoden von Tsujimoto und Twitchell. 
Jedoch wurde der Hauptteil der gesittigten Fettsiuren durch 
Auskrystallisieren aus Aceton vorher entfernt. 


A. Die Fraktion der hoch ungesattigten Fettsauren. 


Die auf die iibliche Weise durch Kochen mit methylalko- 
holischer Schwefelsiure und Ausschiitteln mit Petrolather dar- 
gestellten Methylester wurden bei einem Druck von 0,4—0,6 mm Hg 
im Apparat von Jantzen und Tiedcke fraktiomert destilliert. 
Die zur Regulierung der AbfluBgeschwindigkeit des Destillats 
dienende Capillare wurde so weit gewahlt, da8 in der Minute 
25—30 Tropfen itibergingen. Zum Auffangen des Destillats ver- 
wendete man Einschmelzréhrchen, die unmittelbar nach dem 
Wechsel der Vorlage und Verdraingen der Luft durch Kohlendioxyd 
zugeschmolzen wurden. 























Methylester Hydrierte Saéuren 
Menge! . / | Aus Aceton um- | © : Lk 
| (aus0,5) 3 a 5 krystallisiert Se Sohmels- 
Menge | Jod- | baw. | & = | 7 a & eB punkt 
| zahl | 10g | 3 a) & | Schmelz- ie sh 
Ester) |” | & punkt | -3 & |: 
g | g | 0¢ | <q | o0¢ E .) oO 0¢ 
1] 9,5 73,310,386 | 57 | 271 |64 —64,5, 279 C,,H4,0. 
2 9,7  96,510,41 | 65 | 285 |67 —67,5 285 | 284,3 69,2 
3] 10,3 125 0,42 65 | 288 | 65 —65,5 290 
4] 10,6 169 {0,42 | 63 | 301 (64 —64,5 302 CopHyo02 
5 | 10,7 244 |0,94*)) 65 | 69 —69,5 316 | 312,3 | 74,8—75 
6] 12,0 280 |0,41 | 70 | 322 |70,5—71 | 328 | 
7] 10,8 303 | 0,90*) ! (77 —77,5 | 335 | 
8} 11,7 323 | 0,92*); 78 | | 79,5—80 | 338,5 C..H,,0, 
9] 10,6 | 324 [0,438 | 79 | 338 | 80 —80,5| 340 | 340,4 | 80—80,5 
10] 12,5 301 0,45 | 79 | 341 | 78,5—79 | 341 | 
1] 2,9 | 254 0,58*)| 75 | 77 —77,5 | 342 








In den mit *) bezeichneten Fallen wurden fiir die Hydrierung 1,0 g Ester 


verwendet. 
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1. 0,0369 g Substanz verbrauchten 2,13 ccm 


bo 
b 
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n/10-Bromlésung (nach, 


Rosenmund und Kuhnhenn}’). 
0,0420 g Substanz verbrauchten 1,55 ccm n/10-alkoholische Lauge. 


0,0430 g 
0,0325 g 
0,0436 g 
0,0456 g 


3. 0,0264 g 


0,0450 g 
0,0446 g 
0,0321 g 
0,0439 g 
0,0429 g 
0,0235 g 
0,0471 g 


3. 0,0209 ¢ 


0,0445 g 
0,0454 g 


,, (umkryst.) ,, 


s¢ s¢ 
s3 s° 
., (umkryst.) ,. 
99 


$9 99 


» (umkryst.) ,, 


s¢ ss 


,, (umkryst.) . 


», (umkryst.) ,, 


99 


», (umkryst.) ,, 


1,54 cem n/10-alkoholische Lauge. 

2,47 ccm n/10-Bromlésung. 

1,53 cem n/10-alkoholische Lauge. 

1,60 cem n/10-alkoholische Lauge. 

2,60 ccm n/10-Bromlésung. 

1,56 cem n/10-alkoholische Lauge. 

1,535 cem n/10-alkoholische Lauge. 
4,28 ccm n/10-Bromlésung. 

1,455 ecem n/10-alkoholische Lauge. 


1,42 cem 
4,51 ccm 
1,49 ccm 
4,61 ccm 
1,38 ccm 


1,385 ecm n/10-alkoholische Lauge, 


n/10-alkoholische Lauge. 
n/10-Bromlésung. 
n/10-alkoholische Lauge. 
n/10-Bromlésung. 
n/10-alkoholische Lauge. 


7. 0,0448 g ss me 10,68 cem n/10-Bromlésung. 
0,0502 g , (umkryst.) ,, 1,50 cem n/10-alkoholische Lauge. 
8. 0,0371 g om - 9,43 cem n/10-Bromlésung. ( 
0,0489 g ,. (umkryst.) ,, 1,445 ccm n/10-alkoholische Lauge. 

9. 0,0333 g - - 8,51 cem n/10-Bromlésung. 

0,0492 g ” » 1,455 cem n/10-alkoholische Lauge. 
0,0505 g », (umkryst.) ,, 1,485 cem n/10-alkoholische Lauge. 

10. 0,0366 g ” + 8,68 cem n/10-Bromlésung. . 
0,0467 g ” a 1,37 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
0,0507 g ,, (umkryst.) ,, 1,485 ecm n/10-alkoholische Lauge. 

11. 0,0352 g - ~ 7,04 ccm n/10-Bromlésung. 
0,0499 ¢ ,, (umkryst.) ,, 1,46 ecm n/10-alkoholische Lauge. 1 


Die durch ein in die siedende Fliissigkeit eintauchendes 


‘Thermometer wahrend der Destillation gemessenen Temperaturen 


waren 190—250°. Die Ester gingen als diinnfliissige, etwas gell 


gefiirbte Ole iiber. Durch nachfolgende Destillation des in der 
Apparatur zuriickgebliebenen Anteils im Claisenkolben wurden 
durch Steigerung der Badtemperatur iiber 300°, wobei starke Zer- 
setzung eintrat, noch zwei weitere Fraktionen (15,0 und 11,6 g) 
erhalten. Es waren dickflissige, braungelbe Ole, von welchen das 
erste nach einiger Zeit voéllig erstarrte. Wahrscheinlich handelte es 
sich hier um Cholesterin. Destillationsriickstand 57 g. 

Die Hydrierung der von jeder Fraktion entnommenen Probe 
erfolgte in alkoholischer Lésung unter Verwendung eines Palla- 


dium-Bariumsulfat-Katalysators. 


Nach Abtrennung des Kataly- 


1) Z. fiir Untersuchung der Nahrungs- und Genufmittel 46, 154 (1923); 
vel. diese Z. 145, 248 (1925). 
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sators wurde der Alkohol abdestilliert und aus dem zuriick- 
bleibenden Ester auf die iibliche Weise!) die Saure gewonnen. 

Auf Grund von friiheren Befunden*) war vor allem in den ersten Frak- 
tionen mit der Anwesenheit von Unverseifbarem zu rechnen. Im vorliegenden 
Fall scheinen nur die Fraktionen 1 und 11 etwas davon zu enthalten. Es fehlt 
in den Fraktionen 2—10, da hier durchaus normale Ausbeuten an hydrierter 
Saure erzielt wurden. Das Unverseifbare verblieb vorwiegend im Destillations- 
rickstand bzw. in dem bei einer Badtemperatur iiber 300° unter starker Zer- 
setzung iibergehenden Fraktionen. DaB der Hauptteil des hier anzutreffenden 
Unverseifbaren nicht destillierbar ist, wurde von uns schon wiederholt beob- 
achtet. Dies steht in einem gewissen Widerspruch mit den ilteren Befunden. 
Die ganze Frage bedarf noch der weiteren Bearbeitung. 

Das niedrige Aquivalentgewicht von Fraktion 1 ist wohl auf 
die Anwesenheit von Palmitinsiure zuriickzufiihren. Dadurch 
erklart sich auch die verhaltnismaibig niedrige Jodzahl. 

Die Cy...-Sauren. Die mittlere Ungesittigtheit dieser 
Séuren ergibt sich aus der Jodzahl von Fraktion 2. Sie stimmt 
nahezu iberein mit der von der entsprechenden Fraktion (ver- 
einigte Fraktionen 5—9) der schwach ungesittigten Fettsiiuren. 
Kbenso wie dort, muB es sich vorwiegend um einfach ungesiittigte 
Fettsiuren (Olsiure) handeln. 

Die CUy,...-Sauren. Diese Saéuren sind in der Fraktion 5 
am starksten angereichert. Sie wurde mit einer entsprechenden 
Fraktion (10 g, Jodzahl 245/239. Hydrierte Siure, Schmelzp. 68,5 
bis 699; Aquiv.-Gew. 819), die man bei einer zweiten Aufarbeitung 
von 850 g Phosphatiden erhalten hatte, vereinigt und in einem fiir 
die Destillation von kleineren Substanzmengen geeigneten Apparat?) 
noch einmal fraktioniert. 

















Methylester Hydrierte Siuren 
Se a Ss ere aes Re ae es rr eon 
Menge ’ - krystallisiert 
Menge ~_ saat te g a Aquiv.- —— i ra me 
eth unkt =, | Schmelz- |x 
zahl Ester) P Gew. pia — 
i] 7EW. 
18 SN Ts ne BPE 
5, 2,3 | 198 0,43 64,5 301 
Be 3,0 | 223 0,40 70,5 308 72,5—73 311 
5g 3,6 249 0,46 71 312 72,5—73 311 
By 3,5 262 0,44 70 320 71 —71,5 | 317 
55 2,0 











1) Diese Z. 200, 57 (1931). 2) Diese Z. 192, 228 (1930). 
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Die Fraktionen gingen bei einem Druck von 0,4 mm Hg zwischen 160 
und 180° iiber. 


5,. 0,0229 g Substanz verbrauchten 3,58 ccm n/10-Bromlésung. 


0,0487 g ms ma 1,62 cem n/10-alkoholische Lauge. 
5 . 0,0234 g * * 4,115 cem n/10-Bromlésung. 
0,0509 g . ‘ss 1,655 cem n/10-alkoholische Lauge. 
0,0481 g . (umkryst.) ,, 1,545 cem n/10-alkoholische Lauge. 
5,. 0,0315 g 7 m 6,18 ccm n/10-Bromlésung. 
0,0502 g - " 1,61 cem n/10-alkoholische Lauge. 
0,0496 g ., (umkryst.) ., 1,595 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
5,. 0,0274 g mn ” 5,66 ccm n/10-Bromlésung. 
0,0498 g : 1,555 cem n/10-alkoholische Lauge. 


0,0512 g . (umkryst.) ,, 1,615 cem n/10-alkoholische Lauge. 


Auch durch diese zweite Fraktionierung ist eine restlose Ab- 
trennung der den anderen Gruppen angehdrenden Sauren noch 
nicht gegliickt. Immerhin liegt im Hydrierungsprodukt der Frak- 
tion 5, (und 5,) nahezu reine n-Eikosansiure vor, so daB fiir die 
Beurteilung der mittleren Ungesattigtheit dieser Cy) . . .-Saéiuren die 
Jodzahl dieser Fraktion als maBgebend angesehen werden darf. 


Zur weiteren Charakterisierung der Saéuren dieser Gruppe 
wurden 2,5 g der Fraktion 5, in Petrolither gelést und zu der 
stark gekiihlten Lésung tropfenweise Brom bis zur bleibenden 
Gelbfirbung gegeben. Nach etwa !/,stiindigem Stehen zentri- 
fugierte man den Niederschlag ab, wusch ihn zunéchst mit Petrol- 
iither, dann mit Ather so lange, bis der Niederschlag rein weil 
war und der Ather nichts mehr aufnahm. Menge des atherunlés- 
lichen Bromk6rpers: 1,6 g. Schmelzp. 240° unter Zersetzung. 
Schmelzpunkt des Octobromids von Arachidonsiuremethylester 
(aus Leberphosphatiden dargestellt) 242° unter Zersetzung. 


3,000 mg Substanz gaben 1,994 mg Brom. 
C,,H,,Br,0, (957,65) Ber. Br 66,77°/, Gef. Br 66,5°/, 


Da das Ausgangsmaterial auch sehr kleine Mengen anderer 
Siiuren als solche der Cyy . . .-Gruppe enthielt, so war noch genauer 
zu priifen, ob dem Bromkorper in der Tat eine Saéure der Cgp . . .- 
Gruppe zugrunde lag. Es wurden deshalb 1,5 g des Bromkorpers, 
die man in Alkohol suspendierte, mit Hilfe von Zinkstaub ent- 
bromt und der im Vakuum stark eingeengten alkoholischen Lésung 
durch Ansiuern und Ausschiitteln mit Petrolither der regenerierte 
Ester entzogen. Nach Verjagen des Petrolithers (die letzten Reste 
wurden im Kohlendioxydstrom unter gelindem Erwarmen be- 
seitigt) verblieben 0,39 g eines leicht fliissigen, farblosen Ols. 
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0,0192 g Substanz verbrauchten 4,55 ccm n/10-Bromlésung. 
C.,H;,0. (318,3) Ber. Jodzahl 319,0 
Gef. - 301 

0,37 g davon wurden hydriert. Freie Saure 0,31 g, Schmelz- 
punkt 71,5—72°. 

0,0468 g Substanz verbrauchten 1,49 ccm n/10-alkoholische Lauge. 

Aquiv.-Gew. Gef. 314 

Die aus Aceton umkrystallisierte Substanz (0,24 g) schmolz 
bei 73—73,5°. Glainzende Blattchen. Eine Mischprobe mit n-Eiko- 
sanséure (Schmelzp. 74,5—75°) schmolz bei 74—74,5°. 

4,943 mg Substanz ergaben 13,940 mg CO, und 5,620 mg H,O. 

0,0496 g - verbrauchten 1,58 ceom n/10-alkoholische Lauge. 

CopHypO. ‘Ber. C 76,859, H 12,919, Aquiv.-Gew. 312,3 

Gef. ,, 76,9 oo 12,7 ve 314 

Ks hegt hier demnach nahezu reine n-Kikosansiure vor. 

Die Menge des bei der Bromierung aus den vereinigten athe- 
rischen Lésungen nach Entfernung des freien Broms durch Aus- 
schittteln mit einer angeséiuerten Arsenitlésung erhaltenen Brom- 
kérpers betrug 2,69 g. Substanz von wachsartiger Beschaffenheit. 
Durch Umkrystallisieren aus viel Alkohol erhielt man 0,7 g eines 
rein weiBen, festen Pulvers. Schmelzpunkt unscharf bei 130°. 

2,908 mg Substanz ergaben 1,895 mg Brom. 

Gef. Br 65,2°/, 


Die Substanz ist wohl nicht einheitlich. Mdédglicherweise 
liegen Gemische von verschiedenen Polybromiden (Hexa- und 
Octobromiden) vor. 

Menge des aus den vereinigten petrolaitherischen Lésungen 
(nach Entfernung des freien Broms wie oben) gewonnenen 
Bromierungsprodukts 2,50 g. Zahflissiges Ol. 


Die C,,...-Saéuren. Sie herrschen der Menge nach vor. 
Die mittlere Ungesattigtheit ergibt sich aus der Jodzahl von 
Fraktion 9, die bei der Hydrierung und Verseifung reine Behen- 
siure (n-Docosansiure) liefert. 

1,0 g der Fraktion 9 wurden wie oben bromiert. Menge des 
itherunléslichen Bromk6rpers 1,35 g. Die Substanz verkohlt bei 
Temperaturen zwischen 200 und 270° ohne zu schmelzen und 
unterscheidet sich so deutlich von dem entsprechenden Brom- 
kérper der C,,...-Gruppe. Sie zeigt demnach dasselbe Verhalten 
wie das Dekabromid der Clupanodonsiure bzw. deren Ester. 
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3,130 mg Substanz gaben 2,166 mg Brom. 

CogH,gBr 4,0. (1143,49) Ber. Br 69,90°/, 
CysHygBr,0, (985,66)  .,  ,, 64,87 
Gef. ,, 69,2 

Menge des aus der petrolaitherischen Losung erhaltenen Pro- 
dukts 1,11 g. Aus einer Lésung dieser Substanz in emem Gemisch 
von Alkohol und Ather schieden sich beim langsamen Verdunsten 
des Athers 0,8 g eines festen Bromkérpers ab. Schmelzpunkt un- 
scharf bei 185° unter Braunfarbung. 

3,320 mg Substanz gaben 2,273 mg Brom und 0,003 mg Asche. 

Fiir aschefreie Substanz Gef. Br 68,5°/, 

Die Substanz ist wohl ebensowenig einheitlich wie die ent- 
sprechende der C,)...-Gruppe. Uber ahnliche Produkte haben 
vor kurzem Rudy und Page!) berichtet. 

Menge des aus der petrolitherischen Lésung erhaltenen Pro- 
dukts 0,52 g. Zahflissiges OI. 

Die vorliegenden Feststellungen machen es notwendig noch 
einmal auf die Frage zuriickzukommen, ob Levene und Rolf bei 
ihren Untersuchungen tiber die Fettsiuren von Cephalin und von 
Lecithin des Gehirns bereits das oben isolierte Octobromid einer 
Saure der C,,...-Gruppe (Arachidonsiure), in Handen hatten, 
Diese Frage ist zu verneinen. Nach der Art der Darstellung muf 
es sich bei ihren atherunléslichen Bromk6rpern im wesentlichen 
um das Dekabromid der Saure C,.H;,0, gehandelt haben, dem 
noch kleinere Mengen von den Bromiden der niedriger molekularen, 
hoch ungesattigten Sauren beigemengt waren. Dafiir spricht auch 
das Verhalten ihrer Substanzen beim Erhitzen, denn sie sintern 
bei 250°, ohne zu schmelzen, beim weiteren Erhitzen tritt Ver- 
kohlung ein. Dieses Verhalten ist fiir das Dekabromid der Clupano- 
donsaure charakteristisch, wahrend das Octobromid der Arachidon- 
siiure aus Leberphosphatiden nach den Angaben von Levene und 
Simms?) bei 245° unter Zersetzung schmilzt. 


B. Die Fraktion der schwach ungesattigten Fettsauren. 

Die durch Kochen mit methylalkoholischer Schwefelsiure und 
Ausschiitteln mit Petrolaither dargestellten Methylester wurden 
wie bei A im Apparat von Jantzen und Tiedcke destilliert 
(0,5—0,7 mm Hg), jedoch unter Anwendung einer etwas engeren 
Capillare, so daB nur 15—20 Tropfen Destillat in der Minute 
ubergingen. 





1) Naturw. 1981, 774. 
2) J. of biol. Chem. 51, 285 (1922). 











Uber die ungesattigten Fettsiuren der aitherléslichen Phosphatide usw. 








| 


Cm IS Oke Oto = 


















































Methylester Hydrierte teem 
, Aus Aceton um- 
Jod ~ a 8 rede wrtiory o 4 Schmelz- 
Menge “1 05 g g q , Schmel & 2 punkt 
sah) |.” o 6, $ chmelz- |» . | 3, 
Ester) | 7 3, punkt | -3 2 |.4 
u 4 °C <q ° Co |= °C 
12,9 66 | 0,41 | 58 273. ‘Tes, 5—67 
14,1 78 | 0,44 | 64 278 |\\68 —68,5/ 281 
14,3 81} 0,44 | 64 279 | 68,5—69 | 282 
13,8 87 | 0.47 | 68 (281/285) 
12,8 87 
13,6 90 | C,.H3.03 
13,5 89 |} 0,43 | 68,5 | 283 | 69 —69,5| 285 | 284,3 | 69,2 
14,2 88 | 
14,3 92 
13,7 95 | 0,43 | 68 287/286 
14,0 | 98] 0,47 | 66,5 287 | 
13,4 | 112 | 0,44 | 64 292 | 
12,9 | 140} 0,46 | 63,5 | 301 | Crp Hy 02 
13,0 | 187 | 0,45 | 64,5 315 | 69,5—70 | 316 | 312,3 74, 8-75 
11,9 | 214] 0,47 | 69 322 
11,9 | 226 | 0,44 | 73,5 | 332 | C,.H,,02 
7,7 | 260 | 0,43 | 78 340 78 —78,5 340 | 340,4 80—80, 5 
12,9 | 219 | 0,40 | 74,5 347 ||'75,5—76 | 345 
3,8 | 183 | 0,35 | 75 354 ||77,5—78 | 360 
1. 0,0221 g Substanz verbrauchten 1,15 ccm n/10-Bromldésung. 
0,0480 g ais a 1,76 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
2. 0,0214 g - “ 1,315 com n/10-Bromlé sung. 
0,0451 g * mn 1,62 ccm n/10-alkoholische Lauge, 
0,0500 g », (umkryst.) ,, 1,78 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
3. 0,0232 g - i 1,475 com n/10-Bromlésung. 
0,0450 g , - 1,615 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
0,0506 g » (umkryst.) ,, 1,795 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
4. 0,0237 g 1,625 ccm n/10-Bromlésung. 
0,0543 (0, 0489) g Substans: verbrauchten 1,935 (1,715) ccm n/10-alko- 
holische Lauge. 
5. 0,0251 g Substanz verbrauchten 1,73 ccm n/10-Bromlésung. 
6. 0,0197 g_—SC,, pt 1,40 ccm n/10-Bromlésung. 
7. 0,0202 ¢g_ —=O«s ob 1,42 ccm n/10-Bromlésung. 
8. 0,0245¢ om 1,70 ccm n/10-Bromlésung. 
9. 0,0210g _—=s«y, ~ 1,53 ccm n/10-Bromlésung. 
5—9. 0,0526 g__sy, ss 1,86 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
0,0539 g_ ,, (umkryst.) ,, 1,89 ccm n/10-alkoholische Lauge, 
10. 0,0204 g 1,525 ccm n/10-Bromlésung. 


0,0582 (0, 0488) g Substanz verbrauchten 2,03 (1,705) com n/10-alko- 
holische Lauge. 
11. 0,0291 g Substanz verbrauchten 2,245 com n/10-Bromlésung. 
0,0388 g 


99 


9? 


1,35 ccm n/10-alkoholische Lauge 
3* 
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12. 0,0252 g Substanz verbrauchten 2,225 ccm n/10-Bromlésung. 


0,0465 g ~ i. 1,595 com n/10-alkoholische Lauge. 
13. 0,0197 g ” re 2,18 ccm n/10-Bromlésung. 
0,0435 g a a 1,445 com n/10-alkoholische Lange. 
14. 0,0231 g ie _ 3,395 cem n/10-Bromlésung. 
0,0465 g - - 1,475 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
0,0471 g », (umkryst.) ,, 1,49 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
15. 0,0226 g - - 3,81 ccm n/10-Bromlésung. 
0,0405 g ~ » 1,255 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
16. 0,0300 g = - 5,335 ccm n/10-Bromlésung. 
0,0469 g ™ ” 1,415 cem n/10-alkoholische Lauge. 
17. 0,0119 g be 7" 2,435 ccm n/10-Bromlésung. 
0,0463 g i. = 1,36 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
0,0524 g », (umkryst.) ,, 1,54 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
18. 0,0354 g - ” 6,095 cem n/10-Bromlésung. 
0,0471 g - % 1,355 cem n/10-alkoholische Lauge. 
0,0518 g », (umkryst.) ,, 1,50 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
19. 0,0170 g - ” 2,45 ccm n/10-Bromlésung. 
0,0539 g ™ ™ 1,525 cem n/10-alkoholische Lauge. 
0,0570 g », (umkryst.) ,, 1,585 cem n/10-alkoholische Lauge. 


Die wahrend der Destillation im Siedekolben gemessenen 
Temperaturen waren 185—260°. Die in der Apparatur zuriick- 
gebliebenen Anteile wurden anschlieBend im Claisenkolben weiter- 
destilliert, wobei man durch Steigerung der Badtemperatur bis 
auf 800° noch die Fraktionen 18 und 19 erhielt. Dabei war bereits 
stirkere Zersetzung zu bemerken. Destillationsriickstand 20 g. 
Die Fraktionen 1—18 sind diinnfliissige, farblose (2—12) oder nur 
ganz schwach gelb gefarbte (1 und 18—18) Ole. Fraktion 19 ist 
ein dickfliissiges, stark gelb gefirbtes Ol. 

Die niedrige Jodzahl und das niedrige Aquivalentgewicht der 
ersten Fraktionen ist wohl auf die Anwesenheit von etwas Palmitin- 


séure zuriickzufiihren. 
Die C,,...-Saéuren. Jodzahl der vereinigten Fraktionen 5 


bis 9:89/89. 

0,0318 (0,0298) g Substanz verbrauchten 2,22 (2,10)ccm n/10-Bromlésung. 

Es muBte hier noch mit der Anwesenheit von geringen Mengen 
von gesittigten Fettsiuren gerechnet werden. Sie wurden nacli 
der neuen Methode von Bertram!) quantitativ bestimmt. 

5 g Ester gaben 0,158 g gesattigte Fettsiuren. Gef. 3,3°/, 
_ Mit Riicksicht darauf erhéht sich die Jodzahl der Methyl- 
ester von den ungesittigten Fettsiuren dieser Gruppe von 8! 
auf 92. Auch die so korrigierte Jodzahl stimmt noch nahezu 
iiberein mit der des Olsiuremethylesters (85,7). 





1) Z. dtsch. Ol- und Fettind. 45, 733 (1925). 
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Durch Bromieren von 1,0 g Ester wurden 0,005 g eines ather- 
unléslichen Bromkérpers erhalten. Schmelzp. 240° unter Zers. 


2,974 mg Substanz gaben 1,927 mg Brom. 
C,>H;,Br,0, (771,8) Ber. Br 62,1°/, 


CypHyoBr,0, (929,6) ,, 4, 68,8 
. Ff | Gef. ,, 64,8 

Der Schmelzpunkt dieser Substanz liegt auffallenderweise 
* dem des Octobromids vom Arachidonsiuremethylester sehr nahe. 


Die Méglichkeit, da8B im wesentlichen dieses Octobromid vorliegt, 
ist nicht ganz auszuschlieBen, obgleich die Hydrierung und Ver- 
selfung des urspriinglichen Esters zu Stearinsiure von sehr hohem 
Reinheitsgrad fihrte. Eine Entscheidung wire nur durch Ent- 
bromen des Bromkérpers und Hydrierung der regenerierten un- 
gesattigten Saéure zu erbringen. Infolge der sehr kleinen Substanz- 
mengen, die bei der Bromierung anfallen, muBte darauf verzichtet 
werden. 
“a : Menge des aus der Aatherischen Lésung gewonnenen Bromierungs- 
a ’ produkts 0,005 g. 
- | Zur Isolierung der Olsdure wurden 8,4 g der aus dem Ester 
- _ dargestellten freien Saéure in 50 ccm heiBem Alkohol gelést und 
§ ' 0,7 g Bleiacetat, das ebenfalls in Alkohol gelést war, zugefiigt. 
§ ' Nach 1tagigem Stehen bei Zimmertemperatur saugte man die 
; '  ausgefallenen Bleisalze ab. 
r ; Menge der aus dem Bleiniederschlag gewonnenen Saure 0,76 g. Mit 
{ Krystallen durchsetztes Ol. Die Substanz enthielt offenbar neben den ge- 
| sittigten Fettséuren noch viel Olsaure. 
Menge der aus der alkoholischen Lésung zuriickgewonnenen 
Sdure 2,6 g. Ol, das beim Abkihlen in Eis krystallin erstarrt. 
Schmelzp. 5—6°. Die Saéure léste man nun wieder in wenig Alkohol 
und fiigte alkoholische Kalilauge bis zur stark alkalischen Reaktion 
zu (Gesamtvolumen nach Zugabe der Lauge etwa 15 ccm). Das 
nach starkem Abkiihlen in einer Kialtemischung ausfallende 
Kahumsalz wurde abgesaugt, mit wenig, gut gekiihltem Alkohol 
gewaschen und die aus dem Kaliumsalz zuriickerhaltene freie 
Séure (1,6 g) im Vakuum unter stark vermindertem Druck 
» (0,4mm Hg) destilliert. Hauptfraktion 1,1 g (Vorlauf 0,4 g). 
Farbloses Ol. Erstarrt beim Abkihlen in Eis krystallin. Schmelz- 
| punkt 9—9,5°. Reine Olsiure schmilzt bei 12°. 
, 0,0492 g Substanz verbrauchten 3,53 ccm n/10-Bromlésung. 
0,0699 g o = 2,485 ccm n/10-alkoholische Lauge. 


C,,H,,0, Ber. Jodzahl 89,9 Aquiv.-Gew. 282,3 
OG 5 oocgy 1 281 


we f 
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Die C,,...-Séuren. Diese Siuren sind in der Fraktion 14 
am stirksten angereichert. Sie wurde mit einer entsprechenden 
anderen Fraktion (11,8 g, Jodzahl 175. Hydrierte Séure, Schmelz- 
punkt 67—67,5°, Aquiv.-Gew. 809), die man bei einer zweiten Auf- 
arbeitung von 850 g Phosphatiden erhalten hatte, vereinigt und in 
dem kleineren Fraktionierapparat (vgl. bei A.) noch einmal destilliert. 









































Methylester Hydrierte Saéuren 

Menge " Aceton umkryst. 
Menge; Jod- | (aus 0,5 g Ty Aquiv.- Aus paernons “ 
zahl Ester) | a | Schmelzp. | Aquiv.- 

g g eC | | °C Gew. 

14, | 4,8 141 0,46 65 302 68 —68,5 303 
14, | 6,7 153 0,46 68 309 71 —71,5 309 
14, 6,1 163 0,46 69 316 =| 70,5—71 314 





14,. 0,0290 g Substanz verbrauchten 3,22 ccm n/10-Bromlésung. 


0,0471 g i. _ 1,555 com n/10-alkoholische Lauge. 
0,0428 g », (umkryst.) ,, 1,415 com n/10-alkoholische Lauge. 
14,. 0,0389 g . a 4,685 ccm n/10-Bromlésung. 
0,04938 g Sst, - 1,595 com n/10-alkoholische Lauge. 
0,0477 g », (umkryst.) ,, 1,545 ccm n/10-alkoholische Lauge. 
14,. 0,0319 g - - 4,09 ccm n/10-Bromlésung. 
0,0478 g * e 1,515 cem n/10-alkoholische Lauge. 
0,0424 g », (umkryst.) ,, 1,35 ccm n/10-alkoholische Lauge. 


Die Fraktionen gingen zwischen 180 und 185° (0,6 mm Hg) 
iiber. Fiir die Beurteilung der mittleren Ungesittigtheit der Fett- 
siuren dieser Gruppe wurde die Jodzahl der Fraktion 14, als maB- 
gebend angesehen. Diese Fraktion enthalt allerdings immer noch 
kleinere Mengen von anderen Sauren als solche der Cy, . . .- Gruppe 
(hauptsichlich Olsiure, etwa 10°/,) beigemengt. Doch war mit den 
kleinen Substanzmengen eine weitergehende Fraktionierung nicht 
mehr durchzufihren. 

Die Siure Cy5H,,0, wurde aus der Fraktion 14, (5,5 g) durch 
Verseifung mit der 6fachen Menge etwa n/1-alkoholischer Kalilauge 
gewonnen, wobei sie nach dem Abkiihlen der Lésung auf 5° als 
Kaliumsalz ausfiel. Das Salz wurde abfiltriert, mit wenig kaltem 
Alkohol gewaschen, in Wasser gelést und die durch Ansiauern 
freigemachte Fettsiure mit Petrolither ausgeschiittelt. Petrol- 
aitherriickstand 1,4 g. Jodzahl 94. 

0,0419 g Substanz verbrauchten 3,095 ccm n/10-Bromlésung. 

Zur weiteren Reinigung léste man die Saure wieder in 15 ccm 
alkoholischer Kalilauge, saugte das beim Abkihlen auf 5° in Blatt- 
chen auskrystallisierende Kaliumsalz ab und zerlegte das Salz 
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wie oben. Freie Saure (letzte Reste des Petrolithers im Kohlen- 
dioxydstrom unter gelindem Erwiirmen entfernt) 0,9 g. Farb- 
loses Ol, das in maBig geheiztem Zimmer krystallin erstarrt. 
Schmelzp. 19,5—20°. Schmelzpunkt der Gadoleinsiure (um- 
krystallisiert) 24,5°. 
0,0312 (0,0414) g Substanz verbrauchten 1,97 (2,64) ccm n/10-Bromlésung. 
0,0495 g Substanz verbrauchten 1,595 ccm n/10-alkoholische Lauge. 


CooHs,0, Ber. Jodzahl 81,8 Aquiv.-Gew. 310,3 
Gef. ,, 80/81 a 310 


0,38 g wurden hydriert. Menge der hydrierten Saure 0,8 g. 
Schmelzp. 78—78,5°. Aquiv.-Gew. 312 (0,0409 g Substanz ver- 
brauchten 1,81 cem n/10-alkoholische Lauge). Die aus Aceton 
umkrystallisierte Siure (0,24 g) schmolz bei 74,5—75°. Glanzende 
Blattchen. Eine Mischprobe mit n-Eikosansiure (Schmelzp. 74,5 
bis 75°) zeigte keine Schmelzpunktsdepression. 


4,749 mg Substanz gaben 13,420 mg CO, und 5,390 mg H,0. 
0,0504 g “ verbrauchten 1,61 ccm n/10-alkoholische Lauge. 


CeoH,0, Ber. C 76,859/, H 12,919, Aquiv.-Gew. 312,3 
Gef. ,, 77,1 » 12,7 ¥ 313 


Uber die Lage der Doppelbindung dieser ungesittigten Saure 
ist noch nichts Niheres bekannt. Es spricht aber manches dafiir, 
daB sie, von der endstandigen Methylgruppe aus gerechnet, zwischen 
dem 9. und 10. C-Atom liegt, ebenso wie in der Olsaure bzw. 
Nervonsaure (C,,H,,0,). 

Die Jodzahlen der Fraktionen 14, und 14, weisen darauf hin, 
daB neben der einfach ungesattigten auch betrichtliche Mengen 
von héher ungesattigten Fettsiuren vorhanden sind. Um sie 
naher zu charakterisieren, wurde 1,0 g der Fraktion 14, auf die 
iibliche Weise bromiert. Menge des ftherunldslichen Brom- 
kérpers 0,7 g. Schmelzp. 240° unter Zersetzung. 

3,448 mg Substanz gaben 2,270 mg Brom. Gef. Br 65,8°/, 

Der Bromgehalt ist fiir das Octobromid des Arachidonsaure- 
methylesters etwas zu niedrig. Indessen ist aus dem Schmelzpunkt 
za schlieBen, daB es sich vorwiegend um den Bromkorper dieser 
Séure (bzw. deren Ester) handelt. 


Menge des aus der atherischen Lésung gewonnenen Produkts 0,4 g. Um- 
krystallisieren aus Alkohol ergab 0,3 g eines bei 145° schmelzenden Korpers. 


3,386 mg Substanz gaben 2,216 mg Brom. 
Gef. Br 65,4°/, 


Menge des aus der petrolitherischen Lésung gewonnenen dligen Pro- 
dukts 1,5 g. 


Die C,,...-Sauren. Die mittlere Ungesittigtheit dieser 
Séuren ergibt sich aus der Jodzahl der Fraktion 17. 
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1,0 g dieser Fraktion wurde bromiert. Menge des fther- 
unldslichen Bromkorpers 0,9 g. Schmelzp. 260° unter Zersetzung. 
3,383 mg Substanz gaben 2,273 mg Br. Gef. Br 67,2°/). 

Es dirfte hier wohl ein Gemisch des Dekabromids des Clu- 
panodonséuremethylesters mit andern Polybromiden (Octobromid, 
Hexabromid) vorliegen. 

Menge des aus der atherischen Liésung gewonnenen Produkts _1,1 ¢. 

Menge des aus der petrolitherischen Lésung gewonnenen Produkts 0,9 ¢g. 

Nachdem unter den C,,...-Sauren eine einfach ungesittigte 
Fettsiure angetroffen wurde, war damit zu rechnen, daB sich eine 
entsprechende Siéure auch hier vorfindet. Es konnte jedoch aus 
der Fraktion 17 durch Verseifung mit alkoholischer Kalilauge und 
Abkihlung der Lésung auf 0° kein schwer lésliches Kaliumsalz ab- 
geschieden werden. 

Auch in der Fraktion der gesittigten Fettsiuren (Jodzahl 9,7/10,1) 
wurde nach einer solchen Saéure vergeblich gesucht. Man léste die Séuren aus 
Aceton um, veresterte die aus den Acetonmutterlaugen erhaltenen Anteile 
und destillierte die Ester unter stark vermindertem Druck in dem kleineren 
Fraktionierapparat (vgl. bei A). Dabei wurden als héchst siedende Fraktion 
2,8g eines schwach gelb gefarbten Ols mit der relativ hohen Jodzahl 54 (0,0366 ¢ 
Substanz verbrauchten 1,57 ccm n/10-Bromlésung) erhalten. Die Jodzahlen der 
niederer siedenden Fraktionen lagen zwischen 3, 6 und 19,7. Die Verseifung des 
Esters von der Jodzahl 54 und die zur weiteren Abtrennung der gesattigten Fett- 
siuren vorgenommene fraktionierte Fallung der Séuren mit Lithiumhydroxyd 
aus methylalkoholischer Lésung fiihrte zu einer Substanz von der Jodzahl 61 
(0,0559 g Substanz verbrauchten 2,675 ccm n/10-Bromlésung). Schmelzpunkt 
sehr unscharf 30—45°. Die Hydrierung ergab ein Séuregemisch vom Schmelz- 
punkt 65—66° und dem Aquiv.-Gew. 306 (0,0462 g Substanz verbrauchten 
1,51 ccm n/10-alkoholische Lauge). 

Es ist demnach zwar gelungen eine Fettsiurefraktion, die héhere Homo- 
loge der Olsaure enthielt, abzutrennen; indessen ist es zweifelhaft, ob darunter 
eine Séure der C,,...-Gruppe sich befindet. 

Die Fraktionen 18 und 19 enthalten noch héhermolekulare 


Saéuren in kleinen Mengen. Das starke Abfallen der Jodzahlen 
zeigt, daB diese nur schwach ungesiittigt sind. Es handelt sich 
hier wahrscheinlich um die C,,...-Siéuren (Nervonsiure) der 
Cerebroside und Sphingomyeline. Ihre Menge ist aber in An- 
betracht der groBen Menge des aufgearbeiteten Materials sehr 
klein und macht wohl kaum 1°/, der Gesamtfettsdiuren aus. 


An der Darstellung des Ausgangsmaterials hat sich Herr 
Dr. H. Lutz beteiligt. Fir seine Hilfe danke ich ihm bestens. 
Die Untersuchung wurde ausgefiihrt mit Mitteln, welche die Not- 
gemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zur Verfiigung gestellt 
hat, wofiir ich ebenfalls meinen ergebensten Dank ausspreche. 
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I. Grundlagen. 


J. Borodins!) Einteilung der carotinéhnlichen Farbstoffe in 
eine alkohollésliche und in eine benzinlésliche Gruppe ist von 
R. Willstatter?) zur Trennung und colorimetrischen Bestimmung 
dieser Pigmente ausgearbeitet worden. Nach R. Willstatter 
bleiben die Kohlenwasserstoffe, Carotin und Lycopin, bei der Ver- 
teilung zwischen Benzin und 90°/,igem Holzgeist im Benzin, 
wahrend die sauerstoffhaltigen Xanthophylle das sauerstoffhaltige 
Lésungsmittel aufsuchen. Die colorimetrische Bestimmung wird 


1) Bull. de l’Acad. Impér. St. Pétersbourg, 11, 512 (1883); Botan. Ztg- 
41, 577 (1883). 

*) R. Willstatter u. A. Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophyll, 
Berlin 1913, S. 99. 
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durch Vergleich mit Kalium-bichromatlésungen bekannten Ge- 
halts vorgenommen.?) 


Im Laufe der letzten Jahre hatten wir wiederholt Gemische 
von Carotinoiden in pflanzlichem oder tierischem Material zu analy- 
sieren, und wir haben fiir diesen Zweck die Trennungsmethoden 
und die colorimetrische Bestimmung der einzelnen Farbstoffe 
weiter ausgebaut. Die Ausgestaltung betrifft vor allem die Beriick- 
sichtigung neu aufgefundener Carotinoide, insbesondere der weit 
verbreiteten Farbwachse (Xanthophyllester).2) Diese begleiten 
bei der Entmischung die Kohlenwasserstoffe in die Benzin- 
schicht, begeben sich aber nach erfolgter Verseifung als Xantho- 
phylle ins Methanol. Dadurch ist eine erste Aufteilung in die 
3 Gruppen der Kohlenwasserstoffe, der Xanthophylle und 
Xanthophyllester gegeben. In die Xanthophyllfraktion gehen 
noch etwaige Carotinoid-carbonsduren (Bixin, Crocetin und 
Azafrin) ein, die sich auf Grund ihrer Léslichkeit in Alkali ab- 
trennen lassen, ebenso wie das Chlorophyll. 


Eine weitere Aufteilung der durch Lésungsmittel trennbaren 
Farbstoffgruppen streben wir durch chromatographische Ana- 
lyse an, die M. Tswett*) in vortrefflichen Untersuchungen, aber 
noch ohne ausreichende praparative Unterlagen, begriindet hat. 
Die Anwendung geeigneter Adsorptionsmittel gestattet uns mit- 
unter isomere Farbstoffe, wie Lycopin und Carotin, leicht quanti- 
tativ zu trennen. In anderen Fallen, etwa fiir die Zerlegung des 
Carotins in «- und f-Carotin‘*) oder fiir die Trennung von Lutein 
und Zeaxanthin5) sind so spezifische Adsorptionsmittel noch nicht 
bekannt, daB eine quantitative Trennung in einem Arbeitsgange 
méglich wire. Hier verzichtet die folgende Mikromethodik auf die 





1) Ausfiihrliche Literatur bei L.S. Palmer, Carotinoids and related 
pigments. New York 1922, S. 248ff. Zum Verhaltnis der Farbstairken vg. 
H. v. Euler, V. Demole, P. Karrer u. O. Walker, Helv. chim. Acta 13, 
1078 (1930); H.v. Euler, H. Hellstrém u. M.Rydbom, Mikrochemie, 
Pregl-Festschrift, 69 (1929). 

2) R. Kuhn, A. Winterstein u. W. Kaufmann, Naturw. 18, 418 
(1930); Ber. chem. Ges. 68, 1489 (1930); L. Zechmeister u. L. Cholnoky. 
Diese Z. 180, 159 (1930); L. Zechmeister u. K. Szillard, Diese Z. 190, 67 
(1930). 

3) M. Tswett, Ber. D. Botan. Ges. 24, 384 (1906); 29, 630 (1911). 

*) R. Kuhn u. E. Lederer, Naturw. 19, 306 (1931); Ber. chem. Ges. 64, 
1349 (1931); Diese Z. 200, 246 (1931); R. Kuhn u. H. Brockmann, Diese Z. 
200, 255 (1931). 

5) R. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, Diese Z. 197, 141 (1931): 
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in praéparativem Ma8stab durch fortgesetzte Fraktionierung még- 
liche Zerlegung und erfa8t nur die Summe der Isomeren, auf deren 
Mengenverhiltnis dafiir die Lage der Absorptionsbanden (bei 
genigendem Reinheitsgrade) Riickschliisse gestattet. Die durch 
ihren Sauerstoffgehalt unterschiedenen Xanthophylle, wie Zea- 
xanthin und Violaxanthin!) oder Lutein und Taraxanthin?) lassen 
sich durch auswéhlende Adsorption annahernd quantitativ neben- 
einander bestimmen. 

Zur Analyse geniigen bei Anwendung eines Mikrocolorimeters 
Farbstoffmengen von 1—10y (0,001—0,01 mg), wie sie etwa 
in einem einzelnen Bliitenblatte oder in 10 cem Serum vorkommen. 
Als colorimetrischen Standard benutzen wir Azobenzol, 
das in dem angewandten Konzentrationsgebiet gegeniiber den 
meisten Carotinoiden keine nennenswerten Abweichungen vom 
Beerschen Gesetz erkennen léBt. Dadurch entfallt die Beriick- 
sichtigung empirischer Eichkurven, die bei Benutzung von Kalium- 
bichromat notwendig ist. Die Standardlésung enthalt 14,5 mg 
reinstes Azobenzol in 100 cem 96°/,igem Athylalkohol (0,796 Milli- 
mole im Liter). Die damit farbgleichen Carotinoidlésungen ent- 
halten in 1 cem Benzin (Siedep. 70—80°) die in Tab. 1 verzeich- 
neten Farbstoffmengen Ff (mg). Wie man sieht, sind die Farbwerte 
der paarweise isomeren Farbstoffe unter den eingehaltenen Be- 
dingungen praktisch gleich und die Unterschiede zwischen ver- 
schiedenen Paaren in der Hauptsache durch die Verschiedenheit 
der Molekulargewichte gegeben. In aquimolaren Lésungen unter- 
scheiden sich die Farbwerte nur wenig, und zwar in dem Sinne, daB 
die Xanthophylle C,5H,,0, und etwas mehr noch die Xantho- 


Tabelle 1. 


Farbwerte bezogen auf Azobenzol. 


























F (mg) Farbstoff Formel Mol.-Gew. | Absorptionsbanden 
0,00235 | «a-Carotin CyoHs6 536,5 478 | 447,5 
0,00235 | £-Carotin CioHse 536,5 484 | 451 
0,00252 | Lutein Cy HO. 568,5 477,5 | 447,5 
0,00252 | Zeaxanthin CypH5602 568,5 483,5 451 
0,0027 Taraxanthin CapH 5501 600,5 472 | 443 
0,0027 Violaxanthin | Cy, H;,0, 600,5 472 | 443 
0,0046 Helenien Cr2H 31304 1047 477 | 7,5 
0,0046 Physalien Cr2H 14,04 1047 483 | 461 


1) R. Kuhn u. A. Winterstein, Ber. chem. Ges. 64, 326 (1931). 
2) R. Kuhn u. E. Lederer, Diese Z. 200, 108 (1931). 
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Tabelle 2. 


Schema des Analysenganges. 


Erlautert an der Trennung eines Gemisches von «- und f-Carotin, Lycopin, 
Lutein und Zeaxanthin, Violaxanthin, Lutein- und Zeaxanthinestern, Viola- 
xanthinestern, Crocetin und Chlorophyll. 

Frisches oder getrocknetes, feingepulvertes Material mit 
Methanol und Benzin erschépfend extrahieren. Durch Zusatz von 
Wasser entmischen. Benzinschicht mehrmals mit 90°/,igem Me- 
thanol, Methanolschicht mit Benzin ausschiitteln. 


I. Vereinigte Benzinphasen: 


a- und #-Carotin, Lycopin, Lutein-, Zeaxanthin- und Viola- 
xanthinester, Chlorophyll. Mit 5°/,iger athylalkoholischer Kalilauge 
verseifen und mit 90°/,igem Methanol ausziehen, riickentmischen. 


1. Benzinphasen: 2. Methanolphasen: 

a- und £-Carotin, Lycopin. Alkalisch verdiinnen und 
Adsorption an Faserton- mit Benzin ausschiitteln: unten 
erde. Chlorophyllid. 

Adsorbat: Lycopin. Benzinphase: Lutein-, 

Filtrat: a und B-Carotin Zeaxanthin und Violaxanthin. 
Schitzung von a: 6-Carotin nach Adsorption an Calcium- 
Lage der Absorptionsbanden. carbonat. 


Oben: Violaxanthin. 
Unten: Lutein und Zea- 
xanthin (verestert). 


II. Vereinigte Methanolphasen: 


Freies Lutein, Zeaxanthin, Violaxanthin, ferner Crocetin und 
Chlorophyll. Alkalisch machen, mit gleichem Volumen Wasser 
verdiinnen und wiederholt mit Benzin ausschiitteln. 


1. Benzinphasen: 2. Alkalische Phase: 
Lutein, Zeaxanthin, Viola- Chlorophyll und Polyen- 
xanthin. carbonséuren. Falls Chlorophyll 
Adsorption an Calcium- und andere farbige Carbon- 
carbonat. siiuren fehlen, ansiuern und mit 


Oben: Violaxanthin (frei) Benzin ausschitteln: Crocetin. 
Unten: Lutein und Zea- 
xanthin (frei). 
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phylle CyoH;,0, heller erscheinen als die Kohlenwasserstoffe 
CapHse- Die Ubereinstimmung von «- und f-Carotinlésungen fiir 
unser Auge gilt nur fiir so geringe Konzentrationen und Schicht- 
dicken, wie sie hier angewandt werden. Im makro-colorimetrischen 
Vergleich machen sich die geringen Unterschiede der Absorptions- 
banden starker bemerkbar, so daB das Verhialtnis der Farbstarken 
¢-Carotin: B-Carotin = 1:1,2 empfunden wird.?) In den letzten 
Spalten der Tab. 1 sind die Absorptionsschwerpunkte der Farb- 
stoffe (my) in Benzin vom Siedep. 70—80° verzeichnet, wie sie in 
einem GittermeBspektroskop nach Léwe-Schumm unter Ver- 
wendung eines Kupferoxydammoniakfilters erscheinen. Die zur 
Colorimetrie gelangenden Lésungen werden in jedem Falle spektro- 
skopisch kontrolliert. Fiir Lycopin, das viel zu rotstichig ist, um 
mit der angegebenen Lésung verglichen zu werden, kann man als 
haltbaren Standard eine 10mal konzentriertere Azobenzollésung 
verwenden (145 mg Azobenzol in 100 cem 96°/,igem Athylalkohol). 
Die damit farbgleiche Lycopinlésung enthailt in 1 ccm Benzin 
(Siedep. 70—80°) 

0,0078 mg Lycopin CyjH;, (536,5) 2 = 506, 474, 445 my. 

Fir Crocetin, Bixin und Azafrin, denen man nur in besonderen 
Fallen begegnen wird, benutzen wir als Standard Crocetin-dimethyl- 
ester, Methyl-bixin und Azafrin-methylester, die sehr haltbar sind. 
Mit Fucoxanthin und Capsanthin liegen keine eigenen Er- 
fahrungen vor. 


II. Methodik. 


1. Trennung der Xanthophylle von Carotin, Lycopin 
und Xanthophyllestern. 


Die Trennung der Xanthophylle?) (Lutein, Zeaxanthin, Viola- 
xanthin, Taraxanthin) von den Carotinen, Lycopin und den Xantho- 
phyllestern erfolgt durch Verteilung zwischen Benzin (70—80°) 
und 90°/,igem Methanol. Dabei geht der gréBte Teil der Xantho- 


1) In besonderen Fallen fiibren wir die Konzentrationsbestimmungen 
durch lichtelektrische Photometrie aus, R. Kuhn u. A. Smakula, Diese Z. 
197, 161 (1931), oder in einem Spektralphotometer nach Kénig-Martens. Die 
hier beschriebene Mikrocolorimetrie diirfte fiir die meisten tier- und pflanzen- 
physiologischen Untersuchungen hinreichend genau sein. 

2) Den Namen Xanthophyll gebrauchen wir als Gruppenbezeichnung 
fir die hydroxylhaltigen Carotinoide mit 40 Kohlenstoffatomen gema8 der 
Definition in Dieser Z. 197, 145 (1931) und nicht fiir ein bestimmtes chemisches 
Individuum. 
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phylle in die Alkoholphase. Der Rest la8t sich der Benzinschicht 
durch nochmaliges Auswaschen mit 90°/,igem Methanol entziehen, 
wihrend die Farbwachse, «- und f-Carotin, sowie das Lycopin 
nahezu quantitativ in der Benzinschicht bleiben. Durch solche 
Verteilung lassen sich kleine Mengen von Xanthophyllestern, 
Carotin und Lycopin in Xanthophyllpraiparaten nachweisen, be- 
sonders, wenn die anfanglich fast oder ganz farblose Benzinschicht 
durch wiederholtes Ausschiitteln mit 95°/,igem Methanol, das viel 
Benzin aufnimmt, konzentriert worden ist. Werden die vereinigten 
Alkoholphasen mit dem gleichen Volumen Wasser versetzt, so 
lassen sich durch mehrmaliges Ausschiitteln mit Benzin alle Xantho- 
phylle quantitativ in dieses iiberfiihren. Die Benzinlésung dient 
zur Trennung der Xanthophylle durch Adsorptionsanalyse und 
zur colorimetrischen Bestimmung. 

Ist Chlorophyll anwesend, so geht es bei der ersten Ver- 
teilung in beide Schichten. In der Alkoholschicht wird es dadurch 
von den Xanthophyllen abgetrennt, daf die alkoholische Lésung 
vor dem Verdiinnen mit Wasser mit etwas 2n-NaOH vermischt 
und 2 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt wird. Das 
Chlorophyll wird dadurch verseift und bleibt beim Verdiinnen und 
Ausschiitteln mit Benzin in der alkalischen wiBrig-alkoholischen 
Schicht. 

Bei der Verteilung von £-Carotin zwischen Benzin (Siedep. 70—80°) 
und 90°/,igem Methanol fanden wir, wenn wie bei der Ausfiihrung der Ana- 
lysen riickentmischt wurde, daB die Carotinkonzentration im Benzin etwa 
660 mal gréBer ist als im Alkohol. Fiir Lycopin und Xanthophyllester ist das 
Verhaltnis der Léslichkeiten etwa gleich gro. 

Wir haben in zahlreichen Versuchen den EinfluB etwaiger Begleit- 
stoffe auf das Verteilungsverhaltnis von Carotinoiden quantitativ gepriift. 
Zu diesem Zweck wurden je 10—15 mg Carotin, Zeaxanthin oder Physalien 
zwischen Benzin und 90°/,igem Methanol verteilt nach Zusatz von je 2 g Leci- 
thin (synth.), Olivenél, Mohn6l, Ricinusél, Holzél, Terpentinél, Citral, Menthol, 
Campher, Cholesterin und Ergosterin. In keinem Falle gelang es durch diese 
Zusatze das Physalien in den Alkohol oder das Zeaxanthin ins Benzin zu iiber- 
fiihren. Ebenso blieb das Verhalten bei der Entmischung unverandert, wenn 
in den angegebenen Mengen die Natriumsalze der Desoxycholsaure, Cholein- 
siure, Palmitinsdure oder Olsiure zugesetzt wurden. Es bleibt immerhin 


denkbar, da in Naturprodukten Polyenfarbstoffe auch in Form von Molekiil- 
verbindungen vorkommen, die ein von den freien Farbstoffen abweichendes 


Verhalten bei der Entmischung zeigen. 

Die kleinen Mengen von Carotinen, Lycopin oder Xantho- 
phyllestern, die auf Grund des Verteilungsverhaltnisses in die 
Alkoholschicht gelangen, bewirken bei geniigend groBer Konzen- 
tration der Xanthophylle einen Fehler, der innerhalb der Fehler- 
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grenze der colorimetrischen Bestimmung liegt. Sind jedoch kleine 
Mengen von Xanthophyllen neben viel Carotin, Lycopin 
und Farbwachsen zu bestimmen, so kann so viel von diesen Stoffen 
in die alkoholische Schicht gelangen, daB die Xanthophyllwerte 
erheblich gefalscht werden. In diesem Fall ist es nétig, die Alkohol- 
schicht mit einigen Kubikzentimetern Benzin durchzuschitteln. 
Die Benzinschicht enthilt dann alles Carotin, Lycopin und ver- 
estertes Xanthophyll der alkoholischen Phase, sowie etwas freies 
Xanthophyll, das mit 80°/,igem Methanol ausgeschiittelt und 
wieder zur Alkoholschicht zuriickgegossen wird. 





2. Trennung der Xanthophyllester von Carotin 
und Lycopin. 


Die Abtrennung der Xanthophyllester erfolgt durch Ver- 
selfung, wonach die freien Xanthophylle sich, wie beschrieben, 
durch Verteilung zwischen Benzin und 90°/,igem Methanol ab- 
trennen lassen. Das verseifte Chlorophyll geht mit den Xantho- 
phyllen in den Alkohol. Beim Ausschiitteln der mit Wasser auf 
das Doppelte verdiinnten alkoholischen Lésung mit Benzin bleibt 
es in der unteren Schicht, wihrend die Xanthophylle quantitativ 
in das Benzin gehen. 


Zur Verseifung der Xanthophyllester wird die Benzin- 
Jésung von der ersten Verteilung mit dem gleichen Volumen 
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Fig. 1. 
Verseifung von Physalien mit 5°/,iger alkoholischer KOH. 
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5°/,iger athylalkoholischer Kalilauge, die 4°/, Wasser enthilt, 
vermischt und 8 Stunden bei 40° aufbewahrt. Danach wird mit 
einer Wassermenge, die 20°/, der alkoholischen Kalilauge betragt, 
entmischt und die Benzinschicht wiederholt mit 90°/,igem Methanol 
ausgeschiittelt bis dieses farblos ist. 


Die Geschwindigkeit, mit der unter den angegebenen Be- 
dingungen Physalien durch die alkoholische Lauge verseift wird, 
geht aus Fig. 1 hervor. 


20,8 mg Physalien in 50 ccm Benzin + 50 com 96°/,iger Athylalkohol, 
der 2,5 g Kaliumhydroxyd enthilt, bei 40°. Proben von 2 ccm, spater von 
5 und 10 ccm in 15 ccm Wasser pipettiert. Benzinschicht mit 90°/,igem Me- 
thanol erschépfend ausgeschiittelt, auf 20 ccm, spater auf 10 ccm gebracht 
und das unverinderte Physalien colorimetriert. 








Zeit | Physalien | Spaltung 
(Min.) | in 100 ccm (%/o) 











13 
39,5 
59 
68,5 
81,5 




















Wie sich der intermediaér zu erwartende Monopalmitinsaure- 
ester des Zeaxanthins bei der Verteilung verhalt, ist unbekannt. 
Mit dem Auftreten von Monoestern der Xanthophylle in der Natur 
wird man zu rechnen haben. 

In der Benzinschicht kénnen nach der Verseifung noch Caro- 
tine und Lycopin enthalten sein, die sich durch Adsorption 
an Fasertonerde trennen lassen. GieSt man die durch hiufiges 
Waschen mit Wasser von Alkohol befreite Benzinlésung durch 
eine Schicht von Fasertonerde, so wird das Lycopin viel starker 
adsorbiert als Carotin. Durch Nachwaschen mit Benzin laBt sich 
das Carotin aus der Fasertonerde entfernen und colorimetrieren, 
wihrend das Lycopin noch quantitativ an dem Adsorptionsmittel 
haftet. Das Lycopin wird durch Benzin, das 1°/, Athylalkohol 
enthalt, eluiert. In der gleichen Weise lassen sich durch Adsorp- 
tion an Calciumcarbonat Lutein und Zeaxanthin vom Viola- 
xanthin trennen. Aus einer Benzinlésung wird Violaxanthin viel 
stirker von Calciumcarbonat adsorbiert als Lutein und Zea- 
xanthin. 
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3. Beschreibung des Analysenganges. 


a) Extraktion und erste Entmischung. 0,1—0,2 g fein- 
gepulvertes, getrocknetes Pflanzenmaterial') werden mit insgesamt 
40—50 ccm absolutem Methanol, danach mit 40—50 com Benzin 
(E. Merck, Siedep. 70—80°), die man in kleinen Anteilen zusetzt, 
in einer Porzellanreibschale griindlich verrieben. Das zuriick- 
bleibende Pulver darf bei der Untersuchung mit der Lupe keine 
gefarbten Partikelchen mehr aufweisen. Die Extrakte werden 
quantitativ durch eine Glassinternutsche in einen cylindrischen 
graduierten Scheidetrichter von 120 ccm Inhalt iibergoefiihrt, 
worauf durch so viel Wasser (4—5 ccm) entmischt wird, daB das 
Methanol 10°/, davon enthalt. Nach kraftigem Durchschiitteln 
wartet man, bis eine saubere Trennung der beiden Schichten erfolgt 
ist. Die untere Schicht 14Bt man in einen 200 ccm fassenden 
cylindrischen Scheidetrichter flie8en und wischt die Benzinschicht 
2—3mal mit etwas 90°/,igem Methanol vorsichtig nach, bis dieses 
farblos bleibt. 

Um der Methanolschicht kleine Mengen von Carotin, Lycopin 
oder von Xanthophyllestern zu entziehen, wird sie 1—2mal mit 
einigen Kubikzentimetern Benzin durchgeschiittelt. Das vor- 
sichtig abgetrennte Benzin wird in einem kleinen Scheidetrichter 
2—8 mal mit 90°/,igem Methanol gewaschen und mit der Haupt- 
benzinlésung vereinigt. Das zum Auswaschen bendtigte Methanol 
wird zur Hauptmenge der Methanollésung gegeben. 

b) Verarbeitung der Alkoholphase. Ist die Alkohol- 
schicht durch Chlorophyll griin gefarbt, so wird sie mit 10 ccm 
2 n-NaOH versetzt und 2—3 Stunden bei Zimmertemperatur auf- 
bewahrt. Anwesenheit von Flavonen zeigt sich durch gelbe bis 
rotgelbe Verfirbung nach dem Zusatz der Lauge an. Nach be- 
endeter Verseifung des Chlorophylls wird mit etwas Benzin ver- 
setzt, mit Wasser auf das doppelte Volumen verdiinnt und kraftig 
durchgeschiittelt. Zeigt die Lésung Neigung zur Bildung von 
Emulsionen, so wird noch etwas 2 n-Natronlauge zugegeben. Nach 
einigem Stehen scheidet sich die Benzinschicht klar und rein gelb 





1) Wir pflegen bei 15—20 mm iiber Phosphorpentoxyd zu trocknen. 
Bei der Verarbeitung von frischem tierischem Material, z. B. von Lebern, ist 
es vorteilhaft, die Extraktion unter Zusatz von Quarzsand vorzunehmen. 
Zur Bestimmung der Carotinoide im Blutserum fallen wir zunachst mit dem 
gleichen Volumen Methanol und extrahieren den abzentrifugierten Nieder- 
schlag in der beschriebenen Weise. Der iiberstehende 50°/,ige Alkohol enthalt 
keine Carotinoide, kann aber von Bilirubin gelb gefarbt sein. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVI. 4 
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ab. Mehrmaliges Nachextrahieren mit Benzin entzieht der waBrig- 
alkoholischen Schicht alles Xanthophyll. Die vereinigten Benzin- 
extrakte werden griindlich (5—6mal) mit Wasser gewaschen und 
in einem Mefkolben auf ein fiir die Colorimetrie geeignetes Volumen 
gebracht. Die Benzinschicht mu8 sehr sorgfiltig gewaschen 
werden, weil Spuren von Alkohol die Adsorptionsanalyse stéren. 

Zur Abtrennung des Violaxanthins vom Lutein und Zea- 
xanthin werden Adsorptionsréhren verwendet, die etwa 12 cm 
lang sind, einen Durchmesser von 8—10 mm haben und an deren 
unterem Ende, wie Fig. 2 zeigt, ein engeres Ansatzrohr angeschliffen 
7 ist. Das scharf getrocknete Calciumcarbonat (gefallt, 
E. Merck) wird in kleinen Portionen eingetragen und 
jedesmal mit einem Glasstab bis zu 7 cm Hohe fest- 
gestampft. Das gefiillte Adsorptionsrohr wird auf eine 
kleine Saugflasche oder ein Absaugrohr gesetzt. Dann 
wird bei geringem Unterdruck ein aliquoter Teil, wenn 
nétig die gesamte Menge, der Xanthophyll-lésung in 
Benzin durch das Adsorptionsrohr gesaugt. Ist die 
Lésung in die Adsorptionsschicht eingesickert, so wird 
mit reinem Benzin nachgewaschen, wobei darauf zu 
achten ist, daB das Calciumcarbonat stets von Benzin 
bedeckt bleibt. Lutein und Zeaxanthin wandern als 
verwaschene goldgelbe Zonen ziemlich schnell durch 
die Saéule, wahrend Violaxanthin in einem scharfen 
gelben Ringe am CaCO, hingen bleibt. Ist alles Lutein 
oder Zeaxanthin durchgelaufen, so wird das Filtrat 
auf ein bestimmtes Volumen aufgefillt oder in einem 
MeBrohrchen auf 1°/, genau abgemessen und colorimetriert.) 

Das Violaxanthin wird mit Benzin, das 1°/, Athylalkohol 
enthalt, eluiert. Um eine zu grofe Verdiinnung der Farbstoffe 
zu vermeiden, kann man den unteren angeschliffenen Teil des 
Adsorptionsrohres mit etwas Fasertonerde fillen, die Lutein und 
Zeaxanthin stark adsorbiert. Hat man diese beiden Xanthophylle 
an der Fasertonerde, so wird der obere Teil des Roéhrchens heraus- 
genommen. Lutein und Zeaxanthin werden mit einigen Kubik- 
zentimetern alkoholhaltigem Benzin aus dem unteren Teil des 
Rohres, der einen kleinen Trichter bildet, herausgewaschen. Zur 
Charakterisierung der Fraktionen dient die Messung der Ab- 
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Fig. 2. 





1) Kleine Fliissigkeitsmengen, die getriibt sind, messen wir in Zentri- 
fugenréhrchen, die in 0,1 ccm geteilt sind, um ohne Umfiillen in der Zentrifuge 
klaren zu kérinen. 
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sorptionsbanden. Die Violaxanthinfraktion wird auBerdem auf 
positiven Ausfall der Salzsiurereaktion (25°/) HCl) gepriift. Bei- 
spiel fiir die Trennung eines kiinstlichen Gemisches von Zea- 
xanthin und Violaxanthin: 

Violaxanthin: angew. 0,0185 mg, gef. 0,0195 mg. 

Zeaxanthin: »  0,0195 mg, ,, 0,0185 mg. 

c) Verarbeitung der Benzinphase. Um die Xanthophyll- 
ester zu verseifen, wird die Benzinschicht von der ersten Ent- 
mischung mit dem gleichen Volumen alkoholischer Kalilauge 
(6g KOH in 100 cem 96°/,igem Athylalkohol) vermischt und 
3 Stunden bei 40° (Brutschrank) aufbewahrt. Mischt sich die 
Lauge nicht vollstaéndig mit dem Benzin, so muB noch etwas 
absoluter Athylalkohol zugefiigt werden. 

Nach beendigter Verseifung wird mit soviel Wasser entmischt, 
daB die alkoholische Schicht 20°/, davon enthilt. Unter diesen 
Bedingungen gehen keine nennenswerten Mengen von Carotin und 
Lycopin in die untere Phase. Die Benzinschicht wird abgetrennt 
und mit 90°/,igem Methanol mehrmals gewaschen, bis dieser 
farblos ist. Das Chlorophyll, das bei der ersten Verteilung zum 
Teil mit ins Benzin gegangen ist, gelangt bei dieser zweiten 
Verteilung in den Alkohol, aus dem in der gleichen Weise wie bei 
der ersten Trennung die Xanthophylle nach dem Verdiinnen mit 
Wasser durch Benzin ausgeschiittelt und der Adsorptionsanalyse 
unterworfen werden. 

Die Benzinschicht der zweiten Verteilung enthalt Carotin und 
Lycopin, deren Trennung durch Adsorptionsanalyse der sorg- 
faltig gewaschenen Benzinlésung vorgenommen wird. Als Ad- 
sorptionsmittel dient in diesem Fall eine Mischung von 10 Teilen 
Fasertonerde (EK. Merck, nach Wislicenus) und 40 Teilen Alu- 
miniumoxyd (anhydr. puriss., E. Merck).1) Die Trennung wird in 
genau derselben Weise vorgenommen wie bei den Xanthophyllen. 
Das Carotin liuft beim Nachwaschen mit Benzin bedeutend 
schneller durch die adsorbierende Schicht als das Lycopin, das als 
leuchtend roter Ring nur langsam wandert. Das Lycopin wird 
nach quantitativem Durchwaschen des Carotins mit Benzin, das 
1°/, Athylalkohol enthalt, eluiert. 

d) Colorimetrie. Der Vergleich der Farbstiarken erfolgt in 
einem Mikrocolorimeter*), dessen GefiBe 1 ccm fassen. Die 
ColorimetergefiBe werden, um Verdunstung der Lésungsmittel 








1) Grobkérnig. *) F. Hellige, Freiburg i. Brsg. 
4* 
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hintan zu halten, mit tadellosen Korkdeckeln verschlossen, die in , 
der Mitte eine Offnung zur Durchfiihrung der Glascylinder besitzen. 
Die Ablesungen erfolgen bei Tageslicht oder im Licht einer Tages- ; 
lichtlampe. Die Genauigkeit 14Bt sich durch Einschalten eines 
Blaufilters (Kobaltglas) etwas erhéhen. Wir halten in allen Fallen | 
die Schichtdicke der Azobenzollésung konstant, némlich 10 mm. 
Dann variieren wir die Schichtdicke der Carotinoidlésung, bis beide 
Lésungen farbgleich erscheinen und nehmen das Mittel aus 6 bis 
10 Ablesungen. Der Gehalt der Carotinoidlésung wird durch ge- 
eignete Verdiinnung mit Benzin so eingestellt, daB die erforderliche 
Schichtdicke zwischen 4 und 20mm liegt. Innerhalb dieser 
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Fig. 38. 
Colorimetrischer Vergleich von Carotin und Azobenzol. 


Grenzen ist fir alle angefiithrten Farbstoffe das Beersche Gesetz 

erfillt (Beispiel: Fig. 3). 
Fir die Genauigkeit der erhaltenen Resultate sind in den 
Tab. 8 und 4 Beispiele angefihrt. j 
Tabelle 8. , 


Trennung von Lycopin und Carotin. q 
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Lycopin (mg) Carotin (mg) ; ; 
angewandt gefunden angewandt gefunden q 
— —= Sangeeta t 
0,090 0,087 0,064 0,060 F. 
0,066 0,073 0,073 0,066 - '’ 
0,108 0,098 0,110 0,116 3 
0,016 0,017 0,184 0,161 st 
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Tabelle 4. 


Analysen kiinstlicher Gemische von Zeaxanthin, Physalien 
und Carotin. 



































Zeaxanthin (mg) Zeaxanthinester (mg) Carotin (mg) 
angewandt | gefunden | angewandt | gefunden . angewandt gefunden 
0094 | 0,002 | 0,027 | 0,020 0,091 0,090 
0,077 ' 0,072 0,060 0,054 0,092 0,100 
0,042 | 0,039 0,102 0,093 0,024 0,024 
0,017 | 0,016 0,099 0,093 0,010 0,016 
0,019 | 0,022 0,043 0,039 0,035 0,034 
0,081 | 0,078 0,043 0,040 0,030 0,031 
0,014 ——« O,013 0,031 0,028 0,511 0,481 


4. Zersetzungsprodukte der Farbstoffe. 


Da die Carotinoide gegen Sauerstoff und gegen Sauren recht 
empfindlich sind, ist damit zu rechnen, daB zur Untersuchung 
yelangendes Pflanzen- oder Tiermaterial auch Zersetzungsprodukte 
enthalt, die, soweit sie noch farbig sind, die Analysen stéren. Es 
ist eine wichtige Frage, in welchem AusmaBe solche Produkte 
beim Analysengang erkannt und entfernt werden kénnen. 

Unsere ersten Erfahrungen auf diesem Gebiete zeigen, daB die 
farbigen oxydativen Umwandlungsprodukte der Kohlenwasser- 
stoffe die Bestimmung derselben am wenigsten stoéren. Die aus 
Carotin und Lycopin durch Oxydation an der Luft oder durch 
ganz gelinde Einwirkung von Chromsiaure entstehenden Farbstoffe 
sind zum Teil in 90°/,igem Methanol léslich und begleiten bei der 
ersten Entmischung die Xanthophylle. Ein anderer Teil findet 
sich im Unverseifbaren der Benzinphase. Dieser Teil ist an Faser- 
tonerde bedeutend leichter adsorbierbar als Lycopin und Carotin 
und kann so als oberste Schicht des Chromatogramms, vor dem 
Eluieren des Lycopins, entfernt werden. Auf diese Beobachtung 
grindet sich eine sehr empfindliche Methode, um Carotin- 
und Lycopinpraparate auf ibren Reinheitsgrad, d. h. auf die Ab- 
wesenheit von Autoxydationsprodukte, zu priifen. Hat Autoxy- 
dation eingesetzt, so erhalt man in der obersten Schicht der Faser- 
tonerde eine schmale Farbzone, die beim Nachwaschen mit Benzin 
kaum tiefer riickt. Der daraus mit alkoholhaltigem Benzin eluier- 
bare Farbstoff zeigt verwaschene oder auch gar keine Absorptions- 
banden. Gegen Séuren ist Carotin erheblich widerstandsfahiger 
als Lutein. Bei der Behandlung mit Oxalséure unter den fiir 
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Lutein angegebenen Bedingungen war keine Anderung der Farb- 
stirke und der Absorptionsbanden, des Entmischungs- und Ad- 
sorptionsverhaltens zu erkennen. 

Viel schwieriger erscheint eine Beriicksichtigung der aus den 
Xanthophyllen hervorgehenden Zersetzungsprodukte. Bei der 
Kinwirkung sehr kleiner Mengen organischer Séuren auf Lutein 
aindert sich, wie bereits beschrieben*), das Verhalten bei der Ent- 
mischung wesentlich. Der Farbstoff bleibt, allerdings nicht so 
ausgesprochen wie Carotin, im Benzin, auch nach alkalischer Ver- 
selfung. An den Absorptionsbanden und am Adsorptionsverhalten 
ist dabei keine nennenswerte Anderung festzustellen. Lutein, das 
durch Oxy dation, sei es an der Luft oder durch gelinde Einwirkung 
von Chromsiure, verandert ist, bleibt im Chromatogramm an CaCO, 
ganz oben hingen und kann so entfernt werden. An Fasertonerde 
wird auch reines Lutein sehr stark adsorbiert, so dab eine Trennung 
kaum moglich ist. Das durch Oxydation verinderte Lutein ver- 
halt sich bei der Entmischung wie der reine Farbstoff und zeigt 
verwaschene, aber kaum verschobene Absorptionsbanden. 


Ill. Farbstoffbildung der Physalispflanze. 


Die grinen Kelchblatter enthalten als normale begleiter 
des Chlorophylls Xanthophylle und Carotin, deren Mengenverhiltnis 
etwa 3:1 betrigt. LaBt man die griinen Kelche kiinstlich ver- 
gilben, indem man sie 8 Tage unter Sauerstoff bei 35° aufbewahrt, 
so nimmt bei méBiger Erhéhung des Carotingehaltes das Xantho- 
phyll stark ab, auf ein Fiinftel und weniger, und gleichzeitig beginnt 
die Synthese des Physaliens*), das im gelben Kelch bereits iiber 
0,1°/, des Trockengewichts ausmacht. Lift man die Kelchblitter 
an der Pflanze reifen, so ist, wenn die Kelche gelb geworden sind, 
der Gehalt an Physalien etwa gleich hoch (0,159/5), und man be- 
merkt bei der spektroskopischen Untersuchung der freien Xantho- 
phylle, daB diese bereits in erheblicher Menge aus Zeaxanthin 
bestehen. Der reife rote Kelch enthalt mit etwa 1,8°/, das 
Maximum an Farbwachs und gleichzeitig an Carotin (etwa 0,06°/9). 
Beim Altern nimmt der Farbstoffgehalt der Kelche allmihlich ab. 
Nach 1 Jahr fanden wir nur noch 0,1°/, Physalien und auch den 
Carotin- und Xanthophyllgehalt sehr stark zuriickgegangen. Im 


1) R. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, Diese Z. 197, 141 (1931). 
2) R. Kuhnu. W. Wiegand, Helv. chim. Acta 12, 499 (1929); R. Kuhn, 
A. Winterstein u. W. Kaufmann, Ber. chem. Ges. 68, 1489 (1930). 
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Fruchtfleisch der roten Beeren findet sich neben Physalien, das 
daraus auch praparativ isoliert wurde!), ziemlich viel Carotin, 
aber kein freies Xanthophyll in nennenswerter Menge. Die griinen 
Laubblatter der Pflanze sind praktisch frei von Physalien, sie 
enthalten Carotin und Xanthophylle im iiblichen Verhiltnis. Die 
folgenden Analysen (Tab. 5) beziehen sich auf Physalis Franchetti 
und geben den Farbstoffgehalt in Prozenten des gewichtskonstanten 
Materials an. 


Tabelle 5. 


Analysen von Physalis Franchetti. 

















Absorpt.- ; | Absor te] | Absorpt.- 
Material ane: ‘Snians — ona eed seniee 
phyll | (mp) (Ester) | (mp) tin | (mp) 
Griine Kelch- 0,050 | 475 445] 0,00  — — | 0,014! 480 450 
blatter 0,045 | 475 445] 0,00 | — — | 0,017 | 480 450 
Vergilbte Kelch-} 0,006 476 446 | 0,13 483 453 | 0,030 | 481 450 
blitter 0,009 | 476 445] 0,11 | 483 453 | 0,024 | 480 450 
Gelbe Kelch- 0,029 | 481 450] 0,17 483 453 | 0,015 | 480 450 
blatter 0,035 | 480 450] 0,15 © 483 453 | 0,020 | 481 450 
Rote Kelch- 0,010 | 480 450] 1,78 483 453 | 0,052! 480 450 
blatter 0,034 | 481 451] 0,92 | 483 453 | 0,072 | 481 451 
Alter Kelch 0,008 | 480 450] 0,11 | 481 451 | 0,008 | 480 450 
Fruchtfleisch 000 — — | 0,13 | 482 450 | 0,053 | 482 451 
Griine Blatter | 0,13 | 475 445] 0,00 -~ —— 10,061 | 481 450 
Vergilbte Blatter | 0,07 | 475 445 | 0,00 0,023 | 480 450 











Der Dipalmitinsiureester des Zeaxanthins wird somit von der 
Physalispflanze ausschlieBlich in den Kelchblittern und Beeren 
zur Zeit der Reife gebildet. Es ist mit Riicksicht auf etwaige 
genetische Beziehungen von Interesse den Phytolgehalt der 
grimen Kelche zu vergleichen, zumal hier die Bildung des Caroti- 
noids mit dem Verschwinden des Chlorophylls Hand in Hand geht 
und das Kohlenstoffskelett der Carotinoide zu demjenigen des 
Phytols in Beziehung gesetzt worden ist.2) Wir haben gefunden, 
daB in den griinen Kelchblittern 0,14—0,17°/, Phytol in Form 
von Chlorophyll enthalten sind, eine Menge, die nicht geniigt, um 
die maximal beobachtete Bildung von 0,6—1,0°/, Zeaxanthin zu 


1) R. Kuhn u. W. Wiegand, a. a. O. S. 502. 
2) P. Karrer, A. Helfenstein, H. Wehrli u. A. Wettstein, Helv. 
chim. Acta 18, 1084 (1930). 
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erklaren. Man muB daher annehmen, daS entweder Phytolreserven 
zur Verfiigung stehen, die nicht als Chlorophyll im Kelch gestapelt 
sind, daB eine Neubildung von Phytol erfolgt — woran man auch 
bei der Farbstoffbildung in den Mohrriiben und Tomaten denken 
kénnte —- oder daB die Synthese des Physaliens andere terpen- 
artige Stufen durchliuft. Die Phytolbestimmungen erfolgten durch 
colorimetrischen Vergleich des in den maximal griinen Physalis- 
kelchen enthaltenen Chlorophylls mit krystallisiertem Methy)- 
chlorophyllid nach R. Willstaéitter und A. Stoll.*) 


IV. Veranderungen der Xanthophylle im Herbstlaub. 


Die gelbe Farbe der herbstlichen Laubblatter?) ist teilweise 
durch wasserlésliche, in alkalischer Lésung tiefgelbe, Farbstoffe 
bedingt, deren chemische Natur noch kaum erforscht ist. Die 
Summe der bereits im griinen Laub vorhandenen Carotinoide 
bleibt im Herbst nach R. Willstatter und A. Stoll*) annéhernd 
konstant, und diese Konstanz laBt sich ungeachtet der von C. Weh- 
mer?) erhobenen Einwinde mit ausreichender Genauigkeit fest- 
stellen. Wahrend des Vergilbens fanden R. Willstaétter und 
A. Stoll keine regelmaéBigen Anderungen des Quotienten Carotin: 
Xanthophyll. In manchen Fallen (Helianthus, Tilia) sank dieser 
Quotient betrichtlich, in anderen inderte er sich nur unbedeutend. 

Wir haben im Herbst 1930 eine gréBere Zahl von griinen 
Laubblattern untersucht und im Spatherbst die vergilbten Blatter 
derselben Pflanzen vergleichend analysiert. Dabei war unsere 
Aufmerksamkeit insbesondere auf die Xanthophyllester gerichtet, 
die zur Zeit der Untersuchungen von R. Willstatter und A. Stoll 
noch unbekannt waren.5) Das Ergebnis ist, daB die griinen 
Laubblatter gar keine oder nur Spuren von gelben Farb- 
wachsen enthalten. Im Herbstlaub treten diese aber in be- 
deutenden Mengen auf, und zwar auf Kosten der freien Xantho- 
phylle. Die Summe der Xanthophylle + gelben Farbwachse 
andert sich beim Vergilben in den meisten Fallen kaum. Im Herbst 


1) Untersuchungen iiber Chlorophyll, Berlin 1913, S. 80. 

*) Die bedeutende Literatur ist zusammengestellt bei L. S. Palmer, 
Carotinoids and related pigments, New York 1922, S. 55ff. 

8) Untersuchungen iiber die Assimilation der Kohlensaure, Berlin 1918, 
I. Abh., S. 27ff. 

‘) Landw. Jahrb. 21, 513 (1892); Ber. D. botan. Ges. 10, 152 (1892). 

5) Unter den Arbeitsbedingungen von R. Willstatter und A. Stoll, 
a. a. O., S. 22, werden durch die kurze Verseifung des Chlorophylls mit methy!- 
alkoholischer Kalilauge die Xanthophyllester zum gréBten Teil gespalten. 
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vollzicht somit die Natur in gewaltigen AusmaBen eine Ver- 
esterung der Xanthophylle, die sie in den griinen assimilations- 
tiichtigen Chloroplasten wahrend des Friihjahrs und Sommers 
hervorgebracht hat. Gleichzeitig scheinen allerdings die Xantho- 
phylle auch schon weiteren Umwandlungen anheim zu fallen, denn 
sie lassen sich auch aus schén vergilbtem herbstlichem Laub nur 
noch teilweise in krystallisiertem Zustand isolieren, was bereits 
R. Willstatter und A. Stoll an Platanenblittern (November) 
festgestellt haben. Die ersten Veraénderungen im absterbenden 
Blatt sind jedenfalls noch wenig tiefgreifend, da die aus den gelben 
Farbwachsen durch Verseifung erhaltlichen Xanthophylle trotz 
Rickgang des Krystallisationsvermégens im Absorptionsspektrum 
mit krystallisiertem Lutein aus griinen Blattern nahe iiber- 
einstimmen. Solche Verainderungen sind durch Einwirkung von 
SpurenorganischerSauren unschwer kiinstlich hervorzurufen 
und von einer Zunahme des Drehungsvermégens begleitet.?) 


Tabelle 6. 


Freie Xanthophylle und Xanthophyllester in griinem 
und vergilbtem Laub. 
Die Zahlen X + XE geben Gewichtsprozente Xanthophyll*?) im Trocken- 
material an. Die hohen Quotienten X:XE bei griinen Blattern sind in der 
Regel Mindestwerte. 

















Pflanze Blatter X + XE X:XE 
Tropaeolum majus ...... griin 0,11 25 
gelb 0,11 1,5 
Prunus cerasus........ griin 0,06 15 
gelb 0,07 0,15 
Castanea vulgaris ...... griin 0,14 14 
gelb 0,14 0,3 
Rheum officinale... .... griin 0,11 8 
gelb 0,11 0,5 
Acer platanoides ....... grin 0,07 15 
gelb 0,04 5 
Populus tremula ...... . griin 0,09 5 
gelb 0,06 2 
Fagus silvatica. . ...... grin 0,06 6 
gelb 0,07 0,6 
a ee ee ee ee ee griin 0,02 10 
gelb 0,02 0,8 


1) R. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, Diese Z. 197, 141 (1931), 
und zwar S. 149f. 

*) Hier und in den folgenden Tabellen sind die Konzentrationen an 
Xanthophyllestern in Gewichtsprozenten Xanthophyll ausgedriickt, also unter 
Vernachlassigung der gepaarten Sauren, deren Natur wir noch nicht kennen. 
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Die gute Konstanz der Summen Xanthophylle + Xantho- 
phyllester (X + XE) und den starken Abfall der Quotienten 
freie Xanthophylle: Xanthophyllester (X: XK) beim Vergilben be- 
legen wir durch die Beispiele der Tab. 6. 

Die Untersuchung der Absorptionsbanden, des Absorptions- 
verhaltens und die charakteristische Blaufirbung mit Salzsaure 
sprechen dafiir, da8 von den Xanthophyllen nicht nur das der 
Menge nach stark iiberwiegende Lutein, sondern auch das Viola- 
xanthin in den VeresterungsprozeB einbezogen wird. 

Von den alteren Untersuchungen iiber die Carotinoide der 
gelben Herbstblitter kommen unseren Befunden diejenigen von 
M. Tswett!) am nichsten, der in schénen Beobachtungen fest- 
gestellt hat, da& die Hauptmenge des Farbstoffs ein Carotinoid 
(oder eine Gruppe von Carotinoiden) ist, das wie Xanthophyll aus 
Petrolaither leicht an Calciumearbonat adsorbiert wird, sich aber 
im Gegensatz zu diesem bei der Phasenprobe wie Carotin 
verhalt. M. Tswett hat diesen Farbstoffen den Namen ,,Herbst- 
xanthophylle* gegeben, den L. S. Palmer?) mit Ricksicht auf 
ihr Verhalten bei der Entmischungsprobe in ,,autumn carotins* 
abzuindern vorschlug. M. Tswett gibt zwar an, daB durch Ver- 
selfung die carotinihnlichen Eigenschaften der Herbstxantho- 
phylle bei der Phasenprobe nicht veraindert wurden, doch glauben 
wir, da8 er nicht griindlich genug verseift hat. Uns ist es in allen 
Fallen gelungen, die ,,Herbstxanthophylle“ nach erfolgter Ver- 
seifung aus der Benzinlésung mit Methanol auszuschiitteln. Auf 
dieses Verhalten, auf die chromatographische und spektroskopische 
Analyse und auf die Bilanzen der Tab. 6 griindet sich unsere Autf- 
fassung, daB die ,,Herbstxanthophylle Ester der Xantho- 
phylle und ihrer ersten Zersetzungsprodukte darstellen.°) 


Fir die Analysen wurden die Blatter so rasch als méglich im Vakuum 
iiber Phosphorpentoxyd getrocknet und nach der unter II. beschriebenen 
Methodik weiter verarbeitet. Griine und vergilbte Blatter stammten jeweils 
von denselben Pflanzen. Die mit * versehenen Zahlen bedeuten, daB dic 
betreffenden Fraktionen mit 25°%/,iger HCl die Violaxanthinreaktion (Blau- 
farbung) gaben. Die Zahlen der Tab. 7 geben den Farbstoffgehalt in Gewichts- 
prozenten des trockenen Materials an. 


1) Ber. D. botan. Ges. 26, 94 (1809); vgl. auch E. Goerrig, Beihefte 
Botan. Zentralblatt 35, 342 (1917). 

2) a. a. O., S. 63. 

%) Es liegt nahe, Beziehungen zu den Beobachtungen von N. Swart zu 
suchen (Die Stoffwanderung in ablebenden Blittern, Jena 1914), nach denen 
im Herbstiaub ,,gelbgefarbte Trépfchen entstehen, deren Farbung dem Blatt 
seine gelbe Farbe verleiht“ (a. a. O. S. 79). 





Laul 


Rhah 
Piata 
Papp 
” 
Buch 
Ahor 
Birke 


Traue 


radix 











Bestimmung von Carotinoiden. 


Tabelle 7. 


Carotinoide in griinen und gelben Laubblattern. 








Pflanze 


Tropaeolum 
Tropaeolum 
Kirsche 


Kastanie 





griin 
grin 
gelb 
gelb 


grin 
gelb 


" 
gelb 








Banden 


| (mp) 


473 444 
473 444 


473 444 
473 444 


476 456 
475 455 


476 446 


| 477 447 





| Absorpt.- 





Xanth.- 
Banden 
ester 
(myst) 
0,00 
0,00 | — 


0,045* | 473 443 
0,042* | 473 443 


0,061* | 475 445 
0,009 | 474 444 


0,102 474 444 


Tabelle 8. 





Absorpt.- 
| Banden 
(mu) 


Caro- 


tin 


0,061 | 482 451 
0,057 | 482 452 
0,042 | 481 450 
0,038 | 480 450 
0,042 | 482 452 
0,012 | 481 451 
0,050 | 482 452 


0,013 | 482 451 


Carotinoide in griinen und gelben Laubblattern. 


Bei den Analysen der Tab. 8 ist eine Differenzierung der Xanthophylie 
durch Adsorption an CaCO, vorgenommen worden. Die schwerer adsorbier- 
baren Fraktionen stimmten spektroskopisch und chromatographisch mit 
Lutein iiberein und sind unter diesem Namen angegeben. Die anderen Xantho- 
phylle mit kurzwelligen Absorptionsbanden waren viel leichter adsorbierbar, 
aber schon durch Benzin, das nur 1°/, Alkohol enthielt, zu eluieren. Der HCI- 
Reaktion nach war in allen Fallen nur wenig Violaxanthin vorhanden. 











iaubblatter 
Farbe 


Freie Xanthophylle 


Veresterte Xanthophylle 








yon 


Lutein (my) Andere (my) 


Lutein (my) ‘Andere (muz)} °%/, 








Rhabarber 
Piatane 
Pappel 

" gelb 


Buche griin 


Ahorn 
Burke 


‘rauerweide | griin 
%9 gelb 


Vndivie 














0,052 
0,00 

0,038 
0,025 
0,043 
0,028 


0,030 
0,019 


0,00 

0,010 
0,013 
0,006 
0,008 
0,022 


1) Junge Blatter. 


(478) 
(-—~) 
(478) 
(477) 
(478) 
(477) 
(478) 
(478) 
(——) 
(478) 
(478) 
(478) 
(478) 
(478) 





0,041 
0,034 
0,027 
0,012 


0,031 
0,012 


0,017 
0,033 


0,015 
0,011 
0,007 
0,005 
0,006* (473) 
0,020* (473) 


(473) 
(476) 


(472) 
(473) 
(470) 
(473) 
(471) 
(469) 


(472) 
(472) 


(472) 
(473) 


0,012 
0,034 
0,00 
0,00 


0,006 
0,011 


0,00 
0,032 


0,039 
0,007 
0,00 


(478) 
(478) 
(— ) 
(-—) 
(477) 
(477) 
(—) 
(476) 
(478) 
(478) 
(—~} 
0,008 (478) 
0,00 (—) 
0,00 (— 








0,00 
0,038 
0,00 
0,007 
0,008 
0,010 


0,008 
0,014 


0,024 
0,004 
0,00 
0,005 
0,00 
) | 0,00 


(—) 
(472) 
(—) 
(473) 


(470) 
(472) 


(473) 
(468) 
(472) 
(473) 
(—) 
(471) 


(—) 
(—) 
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Die von M. Tswett unterschiedenen Xanthophylle stehen zu 
den heute in einheitlicher, krystallisierter Form bekannten Farb- 
stoffen in folgender Beziehung: 

Xanthophyll « (aus Petrolither an CaCO, am schwersten 
adsorbierbar, Schwerpunkte der Absorptionsbanden in Alkohol 
478 und 447 my, in Schwefelkohlenstoff 508 und 475 my) ist iden- 
tisch mit Lutein.?) 

Xanthophylle «’«” (aus Petrolither an CaCO, besser ad- 
sorbierbar als Xanthophyll « und kurzwelliger absorbierend, mit 
HCl Blaufirbung gebend) enthalten das Violaxanthin, vielleicht 
auch Isomere.?) 

Xanthophyll ~ (aus Petrolaither an CaCO, gut adsorbierbar, 
eluierbar erst mit Petrolither, der 10°/, Alkohol enthalt, Schwer- 
punkte der Absorptionsbanden in Alkohol 468—469 und 488— 
439 mu, kurzwelliger als Violaxanthin und Taraxanthin) noch nicht 


identifiziert. 


V. Enzymatische Hydrolyse des Physaliens; Analyse von Eidottern. 


Das Physalien diirfte seine Entstehung in der Pflanze einem 
enzymatischen Veresterungsvorgang verdanken. Wir haben ge- 
priift, ob bekannte fett- und esterspaltende Enzyme die Hydrolyse 
des Physaliens in Zeaxanthin und Palmitinsiure zu bewerkstelligen 
vermoégen. Die gréBten Schwierigkeiten dabei boten die Léslich- 
keitsverhiltnisse des Farbwachses, das nur in Form feiner Emul- 
sionen zur Anwendung gelangen konnte oder in kolloidalen Lé- 
sungen, die durch Eintropfen der Benzinlésung in Wasser oder 
Glycerin, vielfach unter Zusatz von Stabilisatoren, und Verdunsten 
des Benzins bereitet wurden. 

Unter mannigfacher Abianderung der pux-Bedingungen und 
der jeweils bekannten Aktivatoren wurden besonders geprift 
Chlorophyllase aus Birenklau*), Ricinuslipase*), Pankreas- 
lipase vom Schwein), Esterase aus Schweineleber®) und frischer 


1) In der Nomenklatur von C. A. Schunck, Proc. Roy. Soc. 72, 165 
(1903), erscheint das Lutein als Xanthophyll L. 

2) Violaxanthin hat bei C. A. Schunck (a. a. O.) den Namen Xantho- 
phyll Y. Vgl. R. Kuhnu. A. Winterstein, Ber. chem. Ges. 64, 326 (1930/31). 

3) Nach R. Willstatter u. A. Stoll, Liebigs Ann. 378, 18 (1910). 

4) Nach R. Willstatter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Z. 134, 


161 (1924). 
5) Nach R. Willstatter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Z. 125, 


132 (1923). 
6) Nach R. Willstatter u. F. Memmen, Diese Z. 188, 247 (1924). 
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Hihnereidotter. In keinem Falle konnte eine die Versuchs- 
fehler tibersteigende Hydrolyse des Physaliens bei 80° festgestellt 
werden. Mit Riicksicht auf die Ungunst der Léslichkeitsverhilt- 
nisse wird man jedoch dieses Ergebnis nicht als abschlieBend zu 
betrachten haben. 

DaB der Tierk6érper befahigt ist, das Farbwachs zu hydroly- 
sieren, k6nnen wir auf zweifachem Wege zeigen, aber die Lokali- 
sierung und Spezifitaét der wirksamen Enzyme bleibt vorerst 
unbekannt. Eine Spaltung findet statt im Verdauungstrakt 
der Ratten, die bei Fiitterung mit reinem Physalien neben viel 
unverandertem Farbstoff etwa 15°/, Zeaxanthin in den Exkre- 
menten ausscheiden, ferner im Organismus des Huhns, das bei 
Fiutterung mit Physalien Kier legt, deren Dotterfarbstoff ganz 
iiberwiegend aus freiem Zeaxanthin besteht. 


2 A-vitaminfrei ernihrte Ratten, deren Kost schon lingere Zeit keine 
Carotinoide mehr enthielt, bekamen taglich 10 mg reines Physalien (Schmelz- 
punkt 98—99°), insgesamt 40 mg Farbstoff. Der in dieser Zeit ausgeschiedene 


Kot enthielt: 
5,25 mg Physalien und 0,66 mg verseiftes Physalien = 12°/, Spaltung. 
6,10 mg es » 1,02 mg " - = 16°, po 
Insgesamt wurden 15—20°/, des verfiitterten Farbstoffes ausgeschieden. 
Fir die Versuche mit Hiihnern dienten Tiere, die langere Zeit 
carotinoidfrei ernahrt waren und Kier legten, deren Dotter sehr 
hell waren.) Diese Hiihner erhielten zur Grundkost taglich etwa 
15 mg reines Physalien, worauf die Eidotter gelb wurden und bei 
der Analyse folgende Zahlen lieferten: 


Tabelle 9. 
Spaltung des Physaliens im Organismus des Huhns. 
Farbstoffmengen in Milligramm, bezogen auf 100 g frischen Dotter. 
































3) 2 g . ¢ F 

] 2.3 | Absorptions-} & , .§ | Absorptions-| 5 < | Absorptions- 

ca z| d banden | & # ey banden © # banden 
.|™ @ 3 | (Benzin) | & ~ S| (Benzin) 35 & (Benzin) 
i Ss 3 a 5 

2, 4S SI 

31 1,35 481 451 0,23 481 451 0,040 480 450 

32 0,95 483 453 0,37 483 453 0,045 _— - 

33 0,76 481 451] 0,17 482 452 0,078 483 453 

34 0,93 480 450 0,18 483 453 0,063 483 452 

35 1,00 480 450 0,12 481 451 0,032 483 453 

36 1,15 480 450 0,11 481 451 0,065 483 453 

37 1,06 481 451 0,18 481 451 0,070 483 453 





1) L.S. Palmer u. H. L. Kempster, J. of biol. Chem. 39, 331 (1919). 
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Das Verhaéltnis Xanthophylle: Xanthophyllester betraigt da- 
nach im Durchschnitt etwa 5:1, obwohl nur Xanthophyllester 
gefiittert wurde, und die Schwerpunkte der Absorptionsbanden 
(481 my) liegen denjenigen des Zeaxanthins (483 mu) nahe. Im 
Gegensatz dazu zeigen die Xanthophyllfraktionen aus dem Ki- 
dotter gewéhnlich ernéhrter Hiihner im allgemeinen Absorptions- 
banden, deren Schwerpunkte mit denen des Luteins (477 my) 
iibereinstimmen, wofiir in Tab. 10 einige Beispiele angefihrt 
werden. Diese Zahlen stehen in Ubereinstimmung mit den Er- 
gebnissen der chromatographischen, polarimetrischen und spektro- 
photometrischen Analyse von krystallisierten Farbstoffpriparaten 
aus Hiihnereidotter.!) Sie werden hier durch Analysen der Xantho- 
phyllester- und Carotinfraktionen erginzt. 


Tabelle 10. 


Carotinoide in verschiedenen Eidottern. 
Farbstoffmengen in Milligramm, bezogen auf 100 g frischen Dotter. 








Freies | Absorpt.-| Lutein- | Caro- | Absorptions- 
Lutein; Banden | _ ester tin | banden 





Material 


Bulgarische Hiihnereier} 4,50 | 475 455 0,65 0,94 | 504 474 448°) 
3,08 | 479 450 0,41 0,11 | 481 451 


Chinesische Hiihnereier | 2,96 | 476 446 0,24 0,24 | 481 450 
8,13 | 478 447 1,38 0,83 | 481 450 


Rumanische Hihnereier] 3,10 | 476 446 0,59 0,16 | 480 450 
6,01 | 478 448 1,49 0,23 | 481 450 


Chinesisches Entenei 3,80 | 478 448 0,47 0,94 | 483 452 


Badische Taubeneier 4,65 | 478 447 0,11 0,31 | 480 450 
4,45 | 477 447 0,64 0,36 | 480 450 


Bebriitetes Taubenei*) | 4,35 | 477 447 0,53 0,33 | 480 449 

















Zur Analyse wurden die vom Eiklar befreiten Dotter mit Aceton gut 
verriihrt, bis ein feinkérniger Niederschlag entstand. Dieser wurde noch 
2—3 mal mit Aceton extrahiert, mit Benzin gewaschen und war dann rein weiB. 
Die vereinigten Aceton- und Benzinextrakte versetzten wir mit Wasser, um 
allen Farbstoff in die Benzinschicht zu treiben, die, wie bei den Analysen der 
Placenten angegeben, weiter verarbeitet wurde. Es ist wichtig, das Aceton 
aus der Benzinschicht gut auszuwaschen. 

Der gelbe Farbstoff in der Epidermis der Ganseschniabe! 


(Weihnachtsmarkt 1930) besteht iiberwiegend aus KEstern des 
1) R. Kuhn, A. Winterstein u. E. Lederer, Diese Z. 197, 141 (1931). 
2) Diese auffallenden Absorptionsbanden stimmen mit denen des Lyco- 
pins iiberein, das im allgemeinen nicht in den Dotter gelangt. 
%) Embryo 8 mm lang. 
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Luteins. Daneben fanden wir etwas Carotin, aber keine freien 
Xanthophylle. Im Mittel enthielt 1 Schnabel 0,055 mg Lutein 
(478, 448 mu) in veresterter Form und 0,008 mg Carotin (482, 


452 my). 
VI. Carotinoide der menschlichen Placenta. 


Angaben hieriiber konnten wir in der Literatur nicht finden. 


Die frischen, gut entbluteten Placenten wurden von der duBeren Haut 
befreit, durch eine Fleischmaschine getrieben und mit dem doppelten Volumen 
Aceton verriihrt. Nach dem Absaugen wurde in gleicher Weise noch 2mal 
mit Aceton, dann mehrmals mit Benzin erschépft. Die vereinigten Ausziige 
versetzten wir mit so viel Wasser, daB aller Farbstoff in die Benzinschicht 
ging. Diese Schicht wurde gut gewaschen und in der beschriebenen Weise 
(Abschnitt II) mit 90°/,igem Methanol ausgeschiittelt. Die Bestimmung der 
gebundenen Xanthophylle in der iiblichen Art gelang nicht, da die durch 
Verseifen erhaltene alkoholisch-alkalische Schicht beim erforderlichen Ver- 
diinnen mit Wasser und Ausschiitteln mit Benzin Emulsionen bildete. Deshalb 
colorimetrierten wir die Benzinschicht vor der Verseifung und zogen zur Be- 
rechnung der Xanthophyllester den nach Verseifung im Benzin zuriick- 
bleibenden Farbstoff ab. 

Tabelle 11. 


Die Zahlen geben Milligramm Farbstoff in der gesamten Placenta an. 





























——— Oe oo Fe ea ee 2 
Stadium “ar |28| Bee] Se| 2 | B8s 

der €h%/ 8taeliese 5s | BU S 
Placenta} 3 285/)335.|/ 8 |228 

penatsine anianmnat g oo qa ~el]1 Oo la a a 

3. Monat (Abortus) 145 0,008 a 448 | (0,001) | 0,006 |480 450 
4. Monat (Abortus) 163 | 0,014 | 478 448] (0,002) | 0,022 [480 450 
7. Monat (Frithgeburt) | 1180 | 0,042 478 448] (0,047) | 0,020 |480 450 
8. Monat (Frihgeburt) | 1550 | 0,133 | 478 448 (0,047) | 0,016 |481 451 
9. Monat (normal) 1600 0,138 | 478 448] (0,000) | 0,028 |480 450 


Nach Tab. 11 wberwiegen in der Placenta die Xanthophylle 
uber die Carotine. Das Verhaltnis Carotin: Xanthophyll scheint mit 
fortschreitender Entwicklung abzunehmen. In den untersuchten 
Fallen sind die jungen Placenten relativ am reichsten an Carotin. 


Herrn Prof. Dr. K. v. Oettingen haben wir fiir die Uber- 
lassung des Untersuchungsmaterials herzlich zu danken. 


VII. Farbstoff der Corpora rubra. 


In der Nahe der Corpora lutea finden sich bei vielen Tieren 
klemere Pigmentkérperchen von intensiv roter Farbe.!) Wir 


1) J. Halban u. L. Seitz, Biologie und Pathologie des Weibes, Urban & 
Schwarzenberg, Wien 1923/25, S. 781. 
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haben solche von Kihen analysiert und gefunden, daB sie praktisch 
frei von Xanthophyllen und Xanthophyllestern sind, aber reich- 
lich Carotin enthalten. 1 Corpus rubrum der Kuh wiegt in frischem 
Zustand etwa 0,8 g und enthilt durchschnittlich 0,6 mg Carotin, 
dessen Absorptionsbanden in Benzin bei 483 und 451 my liegen. 
Danach scheint der Farbstoff der Corpora rubra sowie der in 
krystallisiertem Zustand untersuchte Farbstoff der Corpora lutea?) 
fast nur aus f-Carotin zu bestehen. Der Farbunterschied 
der gelben und roten K6érperchen erklart sich aus der stark 
differierenden Konzentration des Provitamins, die durch- 
schnittlich im 

Corpus rubrum 0,12 %p, 

Corpus luteum 0,006°/, 


des Frischgewichtes (Mittelwerte fiir die Kuh) ausmacht. Die 
Corpora rubra stellen wohl die carotinreichsten tierischen 
Organe dar und es ware wichtig, ihre physiologische Bedeutung 
niher zu untersuchen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sprechen wir 
fir wberlassene Apparate auch an dieser Stelle aufrichtigen 
Dank aus. 


1) R. Kuhn u. E. Lederer, Diese Z. 200, 246 (1931). 


( 
] 
- 











Beitrage zur Kenntnis der Arginase. 
7. Mitteilung.') 
Aktivierungs- und Hemmungsversuche. 


Von 


S. Edlbacher, J. Kraus und G. Walter. 





(Aus dem chemischen Laboratorium des physiologischen Instituts Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. Februar 1932.) 


Die Beeinflussung der enzymatischen Wirksamkeit der Argi- 
nase im positiven und im negativen Sinne ist ein Problem, welches 
den einen von uns (K.) schon langere Zeit beschiftigt. 
Die Schwierigkeit, eine Aussage itiber den absoluten Ferment- 
gehalt eines Organs im Leben zu machen, war uns natiirlich 
wahrend aller bisherigen Untersuchungen iiber dieses Thema voll 
bewuBt. Trotzdem haben aber die bisherigen Versuche zu der- 
artigen deutlichen Unterschieden im Fermentgehalt gefiihrt und 
sind an Hand eines derartig groBen Untersuchungsmaterials in 
unserem Laboratorium immer wieder iiberpriift worden, so dab 
die Tatsache, daB eine Beziehung der GréBe der Arginasespaltung 
zu dem Geschlechte einerseits und zu den Wachstumsvorgingen 
andererseits als sicher gelten muB. 

Weit ungeklarter ist aber die Frage nach den Ursachen, 
welchen die wechselnde Aktivitiét der Gewebe beziiglich ihres 
Argininspaltungsvermégens zugrunde liegt. Konnten wir doch 
schon 1927 zeigen, da& z.B. Serum verschiedener Tierspezies 
einen hemmenden EinfluB auf diesen Spaltungsvorgang besitzt.?) 
Die mannigfaltigen Wechselbeziehungen der Stoffwechselvorginge 
untereinander lassen es natiirlich a priori wahrscheinlich erscheinen, 
da8 auch die Arginasewirkung durch parallel ablaufende Vorgange 
beeinfluBt wird und diese selbst beeinflu8t. Und bei beiden Még- 
lichkeiten ist wieder eine Wirkung im positiven und im negativen 
Sinne denkbar. Diese eigentlich selbstverstindlichen Gedanken- 
gange heben wir deshalb hervor, um von vornherein eine irrtiim- 





1) Diese Z. 145, 69 (1925); 148, 264, 273 (1926); 167, 76, 171, 252 (1927). 
2) Edlbacher, Krause u. Merz, Diese Z. 170, 68 (1927); Merz, 
Sitzungsberichte der Heidelberger Akademie 1928. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCVI. v 
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liche Auslegung unserer Mitteilungen von friiher auszuschlieBen. 
Insbesondere werden wir in der niachsten Mitteilung iiber dieses 
Thema den eminenten EinfluB gewisser Hormone auf den Arginin- 
stoffwechsel in diesem Zusammenhange darlegen. Waldschmidt- 
Leitz, Schaffner und Kocholatky*) haben vor einiger Zeit 
in den ,,Naturwissenschaften“’ eine kurze Mitteilung iiber dieses 
Thema erscheinen lassen, in welcher leider ohne Angaben irgend- 
welcher experimenteller Daten, eine Reihe von Beobachtungen 
mitgeteilt werden, die sich mit unseren Ergebnissen nicht decken 
und auf die wir im folgenden 6fters Bezug nehmen miissen. AuBer- 
dem haben Salaskin und Solowjew?) in dieser Zeitschrift eine 
Notiz ver6dffentlicht, auf die wir ebenfalls in diesem Zusammen- 
hange zu sprechen kommen werden. Die ausfihrliche Mitteilung 
ist nach Drucklegung dieser Arbeit*) erschienen. 

Die vorliegende Untersuchung behandelt nun den EinfluB8 der 
Trocknung der Organe mit Alkohol-Ather oder Aceton, sowie den 
von Blausiure, Cystein, Glutathion und Sauerstoff auf die Wirkung 


der Arginase.*) 


Alkohol-Ather- oder Acetonbehandlung. 


Schon seit lingerer Zeit hatte der eine von uns (E.) beobachtet, daf 
die mit den angegebenen Entwasserungsmitteln hergestellten Enzym- 
priparate manchmal] duBerst schwache Wirksamkeit zeigten und zwar je 
nach der Art, in welcher das Ferment aus den erhaltenen Trockenpulvern 
extrahiert wurde. Dies veranlaBte uns schon seit langerer Zeit bei Vergleichung 
der Aktivitat niemals derartige Trockenpulver darzustellen, sondern immer die 
Glycerinausziige der frischen Organe zu derartigen Untersuchungen heran- 
zuziehen. Um aber die Frage zu entscheiden, ob durch die Darstellung von 
Trockenpulvern etwa ein anwesender natiirlicher Aktivator ausgeschaltet 
oder sonst irgendeine Schidigung des Enzyms eingetreten ware, wurde nun 
eine Reihe von diesbeziiglichen Untersuchungen angestellt, iiber die wir hier 
zuerst berichten wollen. 

Waldschmidt-Leitz gibt an, daB in den Geweben ein natiirlich vor- 
kommender Aktivator (Zookinase') vorkommt, der sich als mit Glutathion 
identisch erweist und der den Geweben durch Extraktion mit 70°/,igem 
Aceton oder 70°/,igem Alkohol entzogen werden kann. Die Darstellung der 
Trockenpulver erfolgte in diesem Zusammenhange nach den Vorschriften von 


Waldschmidt-Leitz.®) 





1) Naturw. 19, 964 (1931). 
2) Diese Z. 200, 259 (1932). 3) Diese Z. 205, 1 1 (1932). 
4) Wie uns die Herren G. Klein u. Ziese (Oppau) mitteilen, sind sie 
unabhingig von unseren Untersuchungen zu Ergebnissen gelangt, die sich 
mit unseren erfreulicherweise decken. (Erscheint demnachst in dieser Zeit- 


schrift.) 
5) Diese Z. 198, 260 (1931); 188, 17 (1929/30). $) a. a. O. 
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Schweine oder Hundeleber wurde nach dieser Vorschrift behandelt und 
das trockene Pulver diente zu den folgenden Versuchen: 


Schweineleberpraparat. Durch 2malige Extraktion mit 70°/,igem 
Alkohol und nachherige Behandlung mit absolutem Alkohol, Alkohol-Ather 
und Ather oder analoge Acetonbehandlung dargestellt. Je 1 g Trockenpulver 
wurde mit je 10 com Glycerin bzw. Glykokoll NaOH: NaCl-Puffer (py = 9,4) 
24 Stunden bei Zimmertemperatur extrahiert und das klare Filtrat auf seine 
enzymatische Wirksamkeit in der tiblichen Weise (Ureasespaltung des ge- 
bildeten Harnstoffs, Folinsche Harnstoffbestimmung; vgl. die friiheren 
Untersuchungen dieser Reihe) gepriift. Spaltung bei py = 9,4, 40°, 5 Stunden. 
Die angegebenen Werte sind ausgedriickt durch die Menge der verbrauchten 
Kubikzentimeter n/50-Saure. 


I. Alkoholtrockenpraparat: 
Extrakt mit Glycerin Extrakt mit Puffer 9,4 


cem Saure = 1,55 21,85 
II. Acetontrockenpraparat: 


Extrakt mit Glycerin Extrakt mit Puffer 9,4 
ccm Saure = 21,50 21,70 


III. Ein filtrierter Glycerinextrakt von derselben frischen Leber, der 
die dem Trockenpulver entsprechende Menge Organ enthielt, ergab unter 
gleichen Bedingungen eine Spaltung von 23,50 ccm n/50-Saure. 


IV. Wurden die den angewandten Extraktmengen entsprechenden 
Mengen Trockenpulver direkt in Substanz dem Spaltungsgemisch zugesetzt, 
so gaben sie die folgenden Spaltungen: 


Alkoholtrockenpulver. .... . ccm n/50-Saéure = 23,65 
Acetontrockenpulver...... - se = 23,90 


Daraus ist wohl der Schlu8 zu ziehen, daB beim Alkoholtrockenpraparat 
keine Inaktivierung durch die Extraktion erzielt worden ist, sondern da8 das 
Enzym mit Glycerin einfach nicht extrahierbar ist. 

Suspendiert man das Pulver in Glycinpuffer, so zeigt es die gleiche 
Aktivitat wie das Acetonpraparat und wie der aus frischer Leber be- 
reitete Glycerinextrakt. 

Ebenso eindeutig zeigt der folgende Versuch, daB die Art der Extraktion 
fir den Wirkungswert des Enzyms von entscheidendem EinfluB ist. 

Trockenpraparat: Hundeleberbrei nach 3 maliger 1/,stiindiger Extrak- 
tion mit 70°/,igem Aceton auf der Schiittelmaschine und nachfolgender 
Trocknung mit absolutem Aceton gewonnen. Je 0,7 g des Pulvers entsprechen 
je 5 g der frischen in situ mit Ringerlésung blutfrei gespiilten Leber. 


Extrakte: Je 0,7 g Organpulver mit je 50 ccm Glycinpuffer (pq = 9,4), 


Phosphatpuffer (py = 7,1) und Wasser 24 Stunden bei Zimmertemperatur 
extrahiert, dann filtriert. 


| Ansitze: Je 5 ccm 2°/,ige Argininlésung von pq = 9,4 und 5 ccm 
Glycinpuffer py = 9,4 (alle Proben auf gleiches Volumen gebracht) 2 Stun- 
den bei 40°, 


5* 
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Enzymextrakt bereitet mit: 























1. Puffer 9,4 2. Puffer 7,1 3. Wasser 
Enzym __ Spaltung Enzym | Spaltung Enzym Spaltung 
com | n/50-Saure cm n/50-Saure com n/50-Saure 
004 | 95 0,04 8,4 0,04 2,6 
0,08 14,5 0,08 12,2 0,08 2,5 
0,16 | 21,8 0,16 | 18,3 0,16 2,5 
0,50 | 35,4 0,50 | 33,3 0,50 | 5,5 








Pufferlésungen lésen also fast unabhangig von ihrem pq das Enzym, 


wahrend Wasser fast kein Enzym herauslést. 
Es wurden noch eine Anzahl derartiger Versuche in dieser Hinsicht aus- 


gefiihrt, welche alle einstimmig zu dem Ergebnis fiihrten, daB die Arginase 
sich aus den mit verdiinntem Alkohol oder Aceton bereiteten Trockenprapa- 
raten mit Glycerin oder Wasser nur auBerst schlecht extrahieren 
14Bt, wihrend die Extraktion mit Pufferlésungen von pg = 6,4, 6,8, 7,1, 9,4 
zu Arginaselésungen fiihrt, die auBerst kraftige Spaltungen ergeben. Es soll 
hier nur noch gesagt werden, da8 z. B. ein Praparat aus Hundeleber dar- 
gestellt wurde, das durch 10malige Extraktion wahrend 8 Stunden mit 
70°/,igem Aceton gewonnen wurde. Auch dieses Pulver verhielt sich genau so 
wie das nur Istiindig extrahierte. Da alle diese Ergebnisse durchaus gleich- 


artig waren, verzichten wir auf ihre Wiedergabe. 
Es soll nur noch erwahnt werden, daB die Wirksamkeit eines Trocken- 


pulverextraktes nicht mit dem Stickstoffgehalt der Lésungen in Parallele zu 
setzen ist. So ergaben z. B. die kraftig wirkende Enzymlésung in Phosphat- 
puffer und die waBrige Extraktlésung, die fast unwirksam war, den gleichen 


Stickstoffgehalt (20 com = 8,4 mg N). 


Der Einflu8 des natiirlichen Aktivators (Zookinase) 
auf die Arginasespaltung. 

Waldschmidt-Leitz und Purr") finden, daB der natiir- 
liche Aktivator identisch mit Glutathion ist. In einer Mitteilung 
mit Schaffner, Beck und Blum wird von Waldschmidt- 
Leitz?) angegeben, daB diese Zookinase sich bei der Extraktion 
der Organe mit verdiinntem Alkohol oder Aceton durch Kindampfen 
bei 30° im Vakuum in der wiaBrigen Extraktionsfliissigkeit vor- 
findet. Nun wird in der oben zitierten Mitteilung in den ,,Natur- 
wissenschaften?) von Waldschmidt-Leitz die Angabe 
gemacht: ,,Auch die Arginase z. B. der Leber findet man voll- 
kommen wirkungslos ohne die Gegenwart von Sulfhydrylverbin- 
dungen..... ‘* Auf Grund dieser Angabe werden dann weiterhin 
die Ergebnisse aller unserer bisherigen Untersuchungen als revisions- 


bediirftig bezeichnet. 





1) Diese Z. 198, 260 (1931). 2) Diese Z. 188, 17 (1929/30). 8) a.a. 0. 
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Diesen, leider ganz ohne Angaben von experimentellen Belegen 
aufgestellten Sitzen entgegen, kénnen wir hier zeigen, daB die sog. 
Zookinase von Waldschmidt-Leitz auf die Wirkung der 
Arginase nicht den geringsten HinfluB ausibt. 


Von den zahlreichen in dieser Richtung ausgefiihrten Versuchen greifen 
wir hier wieder nur einen als Beispiel heraus. Es wurden die Versuche mit 
allen nur erdenklichen Kontrollen bei verschiedenen Wasserstoffionen- 
Konzentrationen unter Variierung der Zeit und der ,,Aktivator““mengen usw. 
ausgefiihrt. 

Beispiel: Mit Ringerlésung in situ blutfrei gespiilte Hundeleber wird in 
der Maschine zerhackt und 8 Stunden auf der Maschine mit 70°/,igem Aceton 
geschiittelt, das Aceton wird alle halben Stunden durch Absaugen abgetrennt 
und die beiden ersten Extraktionen werden vereinigt und bei 30° auf 100 ccm 
eingeengt (1 ccm entspricht 1 g frischer Leber). Die Enzymlésungen wurden 
so bereitet, daB 0,1 g des Organpulvers iiber Nacht mit 50 ccm Puffer (px = 6,8 
oder 9,4) extrahiert wurde. Die Zusaitze von Aktivator wurden in der Art 
gemacht, daB die auf einen Teil frisches Organ entfallende Aktivatormenge 
entweder das gleiche oder ein mehrfaches der Lebermenge betrug, wie es in 
der Tabelle angegeben ist. Die Argininlésung (2°/,) wurde durch Auflésen von 
Argininmonochlorhydrat, Einstellung mit NaOH auf die gewiinschte py-Zahl 
und Verdiinnung mit der entsprechenden Pufferlésung bereitet. Die Aktivator- 
lésung reagierte neutral. 


Ansatz: Je 3 ccm der Argininlésung, alle Proben mit Pufferlésung auf 
das Volumen von 10 ccm aufgefiillt, 2 Stunden bei 40°. 


Aus dem Versuch der nachfolgenden Tabelle geht hervor, daB bei pq = 9,4 
iiberhaupt kein Einflu8 des Organextraktes zu bemerken ist, wahrend bei 
pu = 6,8 die beobachteten Differenzen hart an die Fehlergrenze der Methode 
heranreichen. Wie schon erwahnt, haben die zahlreichen in dieser Richtung 
ausgefiihrten Versuche immer zu dem gleichen negativen Ergebnis gefiihrt. 
Schaltet man z. B. vor dem Zusatz des Arginins eine 1—2stiindige Inkubations- 
zeit des Organextraktes auf das Enzym ein, so andert das nicht das Geringste 
an diesem Resultat. Wird der Versuch in der Weise variiert, daB man zu dem 
Enzym die 30 bis 50fache Menge des normaliter darauf entfallenden Aktivators 
zugibt, den man dann natiirlich vorher auf die entsprechende aktuelle Reaktion 
bringen muB, so ist manchmal ein schwach hemmender Einflu8 zu beobachten, 
niemals aber eine Aktivierung. Da diese letztgenannten Versuche aber voll- 
kommen unphysiologische Beziehungen herstellen, verzichten wir hier auf ihre 
Wiedergabe. Endlich sei noch erwahnt, da8 das Einengen der Extrakte im 
Vakuum auch unter AusschluB8 von Sauerstoff ausgefiihrt wurde, um even- 
tuell vorhandene S-H-Gruppen zu schonen und daB dies ebenfalls zu keinem 
anderen Ergebnis fiihrte. Im Gegensatz zu Waldschmidt-Leitz und seinen 
Mitarbeitern stellen wir demnach fest, daB die aus den Organen isolierte 
sog. ,,Zookinase“ auf die Arginase keinen EinfluB ausiibt.') 





1) Es soll damit also nur ausgedriickt werden, daB die in den Aceton- 
extrakten anwesende Zookinase-(Glutathion)-Menge viel zu gering ist um 
bei nachtraglichem Zusatz (in der natiirlich vorkommenden Menge) die Enzym- 
wirkung zu beeinflussen. 
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2 Stunden bei 40° 





Enzymmenge —_ Zookinase | Verhiltnis verbrauchte ccm 
ccm | ecm | Zookinase, Leber n/10-Saure 











1. Ausgefiihrt bei py = 6,8 (Sérensens Gemisch). 

















0,5 pie ~— 3,0 
1,0 ~- -— 5,3 
2,0 — — 9,5 
1,0 0,1 1:1 6,1 
1,0 0,5 1:5 5,1 
1,0 1,0 | 1:10 4,2 
- 0,1 ~ 0,0 
0,5 | _ 0,1 

— 1,0 | — 0,0 

2. Ausgefiihrt bei py = 9,4 (Glycin-NaOQH-—NaCl). 

0,5 | ti ps 5,5 
1,0 — — 10,1 
2,0 — —_ 16,2 
1,0 0,1 1:1 9,9 
1,0 0,5 1:5 | 10,0 
1,0 1,0 1:10 9,6 
— 0,1 ~— 0,1 
‘ 0,5 — 0,0 
— 1,0 - 0,0 











Der Einflu8 von Cystein. 


Die Wirkung von Cystein auf die Arginasespaltung wurde sowohl mit 
Extrakten von Acetontrockenpraparaten als auch mit Glycerinextrakten von 
frischer Leber bei Variationen der Wasserstoffzahl, der Zeiten usw. unter- 
sucht und zwar mit und ohne Inkubationszeit. 

Bei diesen und allen folgenden Versuchen wurde in der Art verfahren, 
daB die Enzymlésung durch entsprechende Verdiinnung mit Pufferlésung 
bereitet wurde. Cysteinchlorhydrat (Kahlbaum) oder die analogen Zusatze 
wurden in wenig Wasser gelést, auf die gewollte aktuelle Reaktion gebracht 
und dann mit Puffer auf n/10-Molaritaét verdiinnt. Auch die Argininlésung 
(2,29), Argininchlorhydrat etwa m/10) wurde zuerst entsprechend mit Lauge 
versetzt und durch Verdiinnen mit Pufferlésung hergestellt. Alle Zusatze 
erfolgten in der Art, daB das Volumen jeder Probe genau 10 ccm betrug. 
Temperatur war in fast allen Fallen 40°, wahrend die jeweiligen Inkubations- 
und Reaktionszeiten immer angegeben sind. Zu allen Proben wurden einige 
Tropfen Toluol als Antiseptikum zugegeben. 

Beispiel: Cysteinwirkung auf frischen Hundeleberglycerinextrakt bei 
pu = 6,4 (Phosphat) und pq = 9,2 (Glycin-NaOH). Der Glycerinextrakt 
(1:10) wurde vor dem Versuch mit Pufferlésung auf das 5fache verdiinnt. 








Beitrage zur Kenntnis der Arginase. 
































_ n/10- Cystein, 
Puffer | Arginin | Enzym Giant Molaritat 
ccm ccm ccm ccm der Probe 
1. po = 6,4, 2 Stunden, 40° 
6 3 1 — 0 
5 3 2 — 0 
4 3 2 — 0 
3 3 2 2,0 m/50 
4 3 2 0,1 m/1i00 
4,5 3 2 0,5 m/200 
4,9 3 2 0,1 m/1000 
7,5 — 2 0,5 m/200 
6,5 3 — 0,5 m/200 
2. po = 9,4, 2 Stunden, 40° 
6 3 1 — 0 
5 3 2 a 0 
4 3 3 -— 0 
3 3 2 2,0 m/50 
4 3 2 1,0 m/100 
4,5 3 2 0,5 m/200 
4,9 3 2 0,1 m/1000 
7,5 -— 2 0,5 m/200 
6,5 3 —- 0,5 m/200 
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Zum Vergleich bringen wir hier noch einen Versuch mit Acetontrocken- 
praparat, der in analoger Weise angestellt wurde. 






































Puffer | Arginin | Enzym a ait a pees °/, Hem- 
ccm ccm ccm ccm manne n/50-Sr a 
1. po = 7,1, 30 Minuten, 40° 
7,0 2 1 ~-- 0 9,6 -- 
6,0 2 1 1,0 m/100 5,8 39 
6,5 2 1 0,5 m/200 6,6 32 
2. po = 7,1 10fache verdiinnte Enzymlésung, 4 Stunden, 40° 
7,0 2 ] — 0 5,0 —- 
5,0 2 1 2,0 m/50 2,0 60 
6,0 2 1 1,0 m/100 2,7 46 
6,5 2 1 0,5 m/200 3,0 40 


In abgekiirzter Form seien hier noch einige Beispiele iiber den EinfluB 
von Cystein wiedergegeben. 








1. Acetontroekenpraparat | 2. Frischer Leberextrakt 














Cystein, ae 
PH Molaritat Verbrauchte | °/, Hem-| Verbrauchte 
; cem n/50-Saéure | mung |ccm n/50-Saure 
9,4 0 13,7 — 2,7 
9,4 m/200 12,2 10 2,6 
0 











9 
6 
2 











°/, Hem- 
ecm, SI 
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Beziiglich des Einflusses des Cysteins 148t sich demnach aussagen, daB 
bei alkalischer Reaktion manchmal eine geringe Aktivierung, meistens iiber- 
haupt kein Einflu8 festzustellen ist, wahrend bei neutraler und schwach saurer 
Reaktion immer eine Hemmung zu beobachten war, welche je nach der 
angewandten Cysteinkonzentration bis etwa 90°/, der Spaltung aufhob. 


Der Einflu8 von Glutathion. 


Das verwendete Praparat wurde teilweise von uns selber dargestellt, 
teilweise verdanken wir es der Freundlichkeit der Firma Hoffmann-La Roche 
& Co., Basel. 

Die Versuche gleichen in allen Details den Cysteinversuchen. Das 
Glutathion wurde unmittelbar vor dem Zusatz durch NaOH auf die ge- 
wiinschte aktuelle Reaktion gebracht. Auch hier wurden wieder eine grofe 
Zahl von Variationen durchgepriift, auf deren vollstindige Wiedergabe wir 
hier verzichten, da sie alle ganz eindeutig ausfielen. 
































Glutathion, Verbrauchte 
PH Molaritat ccm n/50-Saure */ Hemmung 
—sss””s«d etonprparate t—t—~S 
6,4 0 9,5 ate . 
6,4 m/100 5,3 45 
6,4 m/1000 6,3 35 Phosphat- 
7,7 0 16,0 - oo 
7,7 m/100 12,7 21 
7,7 m/1000 14,8 7 
9,4 0 16,1 - 
9,4 m/100 15,3 6 Glycinpuffer 
94 m/1000 16,2 0 

2. Frischer Hundeleberglycerinextrakt 

6,4 0 13,0 me 
6,4 m/50 3,3 75 
6,4 m/100 4,1 69 oa 
6,4 m/200 4,6 65 P 
6,4 m/1000 8,5 35 
6,8 0 15,0 ™ 
6,8 m/50 1,3 92 : 
6.8 m/100 3/2 79 Bae 
6,8 m/200 4,7 69 P 
6,8 m/1000 9,7 34 
9,4 0 12,3 - 
9,4 m/50 15,3 24 Aktivierung 
9,4 m/100 14,0 14 Aktivierung | + Glycinpuffer 
9,4 m/200 12,1 0 
9,4 m/1000 10,3 17 Hemmung 





Wie aus diesen Zahlen ersichtlich ist, verhalt sich Glutathion ebenso 
wie Cystein, d. h. bei py = 6,4 und 6,8 ist eine auBerst kraiftige Hemmung 
noch bei m/1000-Konzentration zu beobachten, wahrend diese Wirkung bei 
zunehmender Alkalitat verloren geht und bei 9,4 manchmal eine sehr geringe 
Aktivierung zu beobachten ist. 


peed dle, eee le 
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Der Einflu8 von Blausiaure. 


Auch diese Versuchsreihe schlieBt sich den Versuchen mit Cystein und 
Glutathion vollkommen an. Es wurde u. a. in sorgfaltigster Weise die ver- 
wendete Cyankaliumlésung auf die entsprechende Wasserstoffzahl gebracht und 
zwar auch unmittelbar vor den Versuchen, um keine Zersetzung oder Anderung 
des Titers herbeizufiihren. Durch Leerkontrollen iiberzeugten wir uns, daB die 
angewandten Cyanidmengen keinerlei Fehler bei der enzymatischen Harn- 
stoffbestimmung hervorriefen. In den meisten Fallen wurden die Reaktions- 
zeiten auf 2 Stunden und darunter beschrankt, um keine Fehler durch Ver- 
flichtigung oder Umsetzung der Blausaure zu erhalten. 
































Cyanid- Verbrauch 
PH konzentration | ccm n/50-Séure “le Hemmung 
1. Acetontrockenpulver-Pufferextrakte 

6,4 0 3,4 oo 
6,4 m/100 2,0 39 

6,4 m/1000 1,9 44 Phosphat- 
1,7 0 8,1 se | puffer 
7,7 m/100 7,6 16 
ist m/1000 7,0 15 
9,4 0 14,4 ~- 
9,4 m/100 14,5 0,0 Glycinpuffer 
9,4 m/1000 14,3 0,0 

2. Frischer Hundeleberextrakt 

6,8 0 14,5 — 
6,8 m/100 45 69 | = 
6,8 m/200 5,4 63 a 

? ? 4 2 Stunden, 
6,8 m/400 6,5 56 jP"40° 
6,8 m/1000 7,1 51 
9,4 0 14,1 — 
9,4 m/100 11,0 22 Glycinpuffer, 
9,4 m/200 10,3 27 : 2 Stunden, 
9,4 m/400 10,8 22 40° 
9.4 m/1000 10,9 22 














Auch diese Zahlen zeigen, daB im sauren Gebiete auBerst kriftige Hem- 
mung durch Blausaure vorliegt, wihrend diese Hemmung bei 9,4 im Aceton- 
praparat ganz ausbleibt, im frischen Rohextrakt des Organs prozentual eben- 
falls viel schwacher ist als bei 7,7 oder 6,8. Die geringfiigige Aktivierung, 
welche bei den SH-K6rpern im alkalischen Gebiet zu beobachten war, tritt 
bei Blauséure niemals auf. 


Der Einflu8 von Sauerstoff. 


Leitet man durch die Enzymlésung nach Zugabe von einigen Tropfen 
Toluol Sauerstoff oder durch Pyrogallol gereinigten Stickstoff bei 40° durch, 
so kann durch den entstehenden Schaum eine Schittelinaktivierung ein- 
treten. Dieses Phinomen wird noch viel deutlicher, wenn Arginaselésungen 
in Flaschen, die mit den beiden Gasen gefiillt sind, auf der Maschine geschiittelt 
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werden. Werden von solchen Lésungen nach bestimmten Zeiten Proben ent- 
nommen, filtriert und auf ihr Spaltvermégen untersucht, so sinkt z. B. nach 
lstiindigem Schiitteln die Enzymwirkung bis zum Nullwerte ab, einerlei, 
ob in O oder N geschiittelt wurde. 


Beispiel: 
1, 2 ccm der frischen Enzymlésung geben bei der 
Priifung eine Argininspaltung entsprechend . 10,6 ccm n/50-Saure 
2. 2 ccm derselben Lésung (filtriert) nach 1 Stunde 


TNO kk ig eee ene ee we ww 0,2 ccm ” 
3. 2 ccm derselben Lésung (filtriert) nach 1 Stunde 
ee 0,2 ccm ~ 


Untersucht man daher den EinfluB von Gasen auf die Arginase so muB 
man dafiir Sorge tragen, daB sich auf der Enzymlésung kein Schaum bildet. 
Wir haben dies dadurch erreicht, daB wir nur einen langsamen Gasstrom 
(1 Blase per Sekunde) anwandten und auf die Fliissigkeit auBer dem Toluol 
noch immer einen Tropfen Octylalkohol zugaben. Die Versuche wurden so 
ausgefiihrt, daB eine frisch bereitete Arginaselésung einerseits auf ihren ur- 
springlichen Wirkungswert untersucht wurde; andererseits wurde die mit 
Puffer bereitete Fermentlésung bei 40° mit Sauerstoff oder mit sauerstoff- 
freiem Stickstoff unter den obenerwahnten VorsichtsmaBregeln durchstrémt. 
Die Versuche wurden bei py = 6,8 und 9,4 ausgefiihrt. Wie aus den folgenden 
Tabellen hervorgeht, tritt dabei eine starke S hidigung des Enzyms durch 
Sauerstoff ein, wihrend bei Stickstoff ein viel geringeres, aber sehr deutliches 
Absinken des Wirkungswertes zu beobachten ist, wenn man nach den an- 
gegebenen Durchstrémungszeiten Proben entnimmt und diese beziiglich ihrer 
Spaltfahigkeit untersucht. Endlich wurde bei diesen Versuchen auch ermittelt, 
ob derartige, durch Oxydation (?) geschidigte Enzymlésungen, etwa durch 
Cystein wieder aktiviert werden kénnen mit Riicksicht auf die Mitteilung von 
Salaskin und Solowjew.?) 

Beispiel: Dauer der Gasdurchstrémung 15 Stunden bei 40°. Nach 
dieser Zeit werden gleiche Proben entnommen und mit ihnen in der iiblichen 
Weise (vgl. oben) ein 2stiindiger Argininspaltungsversuch durchgefiihrt. 



































° oor ‘Spaltung 
Nr. ccm 

- sole eee eee n/50-Saure 

1 | Nicht vorbehandelte Enzymlésung. . . . 13,7 

2 | Mit N vorbehandelteEnzymlésung... . 10,7 . 

3 | Mit O vorbehandelte Enzymlésung 7,5 - a 
4 | N-Enzym + m/100-Cystein ...... . 2,9 age 
5 | O-Enzym + m/100-Cystein ....... 1,6 =~ 
6 | Nicht behandelte Enzymlés.-+m/100-Cystein 4,4 

7 | Nicht vorbehandelte Enzymlésung. . 11,2 

8 | Mit N vorbehandelte Enzymlésung 6,2 in Glycin- 
9 | Mit O vorbehandelte Enzymlésung 3,3 > NaOH 
10 | N-Enzym + m/100-Cystein ....... 5,7 Pa = 9,4 
11 | O-Enzym + m/100-Cystein ....... 3,2 








1) a. a. O. 
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Aus diesen Beispielen ist ersichtlich, daB eine Digestion der Enzymlésung 
in Stickstoff wahrend 15 Stunden bei py = 6,8 (40°) eine Schadigung um etwa 
30°/, zur Folge hatte, wahrend eine Digestion in O, das Enzym zu fast 60°/, 
auBer Aktion setzte. Bei py = 9,4 war die Senkung in N, etwa 55°/,, in O, 
etwa 70°/,. Dies letztere ist sicher auf die schadigende Wirkung der OH-I nen 
zurickzufiihren. Derartig inaktivierte Fermentlésungen verhalten sich be- 
ziglich der Cysteinwirkung genau so wie nicht vorbehandelte, 
native Arginaselésungen, indem sie bei schwach saurer Reaktion stark, 
bei alkalischer Reaktion nicht gehemmt werden. Es kann daher die 
inaktivierende Wirkung des Sauerstoffs unméglich darauf beruhen, daB etwa 
in der nativen Lésung anwesende SH-K6rper (die eventuell als Aktivatoren 
wirken sollten) durch Oxydation ausgeschaltet werden, denn dann miiBte der 
nachtragliche Zusatz von Cystein eine Reaktivierung herbeigefiihrt haben, 
ein Resultat, das schon auf Grund der friiher besprochenen Versuche mit 
Cystein und Glutathion héchst unwahrscheinlich war. Wir vermuten, daB 
die diesbeziiglichen Versuche von Salaskin und Solowjew!’), die zu einem 
etwas abweichenden Ergebnis fiihrten, wahrscheinlich so zu deuten sein werden, 
daB das Enzym teilweise durch Schaumbildung bei der Durchleitung auBer 
Aktion gesetzt worden war. Es ware sehr erfreulich, wenn die genannten 
Autoren durch Ausbau ihrer Versuche unsere Ergebnisse nachpriifen wiirden.') 


EinfluB8 der Acetonbehandlung auf das Reaktionsoptimum. 


Bei der groBen Zahl der angestellten Versuche (es handelt sich um viele 
Hunderte von Bestimmungen, von denen hier nur einige wenige Beispiele 
herausgegriffen sind) konnte die Beobachtung gemacht werden, daB Arginase- 
lésungen, die durch Extraktion von Trockenpraparaten hergestellt worden 
sind, beziiglich der py-Wirkung viel empfindlicher sind als Rohextrakte von 
Organen. Wie durch viele elektrometrisch und colorimetrisch ausgefihrte 
Messungen ermittelt wurde, scheinen die unspezifischen Begleitstoffe der 
nativen Extrakte eine gewisse Schutzwirkung auf das Enzym auszuiiben. 
Wir beschaftigen uns gegenwartig mit der Darstellung weitgehend gereinigter 
Arginase und werden in diesem Zusammenhange iiber die Vorginge berichten. 
Auch soll an dieser Stelle noch darauf hingewiesen werden, daB Kohlen- 
dioxyd bei langerem Durchstrémen der Lésungen insofern schadigend auf 
das Ferment wirkt, als dadurch eine Verschiebung der aktuellen Reaktion 
nach der sauren Seite eintritt und dadurch das Enzym inaktiviert wird. 


Besprechung der Ergebnisse. 

In unseren friiheren Arbeiten?) haben wir bei optimaler 
‘eaktion vergleichende Bestimmungen iiber die Arginasewirkung 
ausgefiihrt und dabei gefunden, daB ein typischer Unterschied 
zwischen mannlichen und weiblichen Tieren, sowie zwischen 
wachsendem (embryonalem) und ruhendem Gewebe besteht. Die 





1) Fiihrt man die Arginasespaltung bei absoluter Abwesenheit von 
Sauerstoff durch, so beobachtet man unter gewissen Bedingungen eine starke 
Steigerung der Spaltung. Diese Verhaltnisse werden augenblicklich von 
uns untersucht. 2) a. a. O. 
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Resultate der hier mitgeteilten Versuche sind vielleicht geeignet, 
uns den Weg zu weisen, diese Unterschiedlichkeit teilweise zu 
klaren. Da es sich aber bei allen diesen Untersuchungen gar nicht 
um die absoluten Enzymwerte handelt, sondern nur um Ver- 
gleichswerte, die den Zustand der untersuchten Organe 
kennzeichnen, ware, selbst wenn die Bedingung der 
maximalen Aktivierung nicht erfillt ware, an unseren 
SchluBfolgerungen nicht zu zweifeln. 

Wenn daher von Waldschmidt-Leitz die Forderung nach 
Uberpriifung unserer friiheren Ergebnisse gestellt wurde, so miiBte 
die Aktivierung der Arginase durch Glutathion und Cystein in 
viel stiirkerem Ma8e ausgeprigt sein, um die Notwendigkeit dieser 
Uberpriifung zu ergeben. Es wire denkbar, daB bei noch stiarkerer 
alkalischer Reaktion, z. B. bei px = 10 und dariber hinaus, eine 
der GréBenordnung nach starkere Aktivierung dieses Fermentes 
erzielt werden kénnte. Derartig starke Alkalisierungsgrade kommen 
aber im lebenden Organismus niemals vor und sind deshalb 
fiir unsere Fragestellungen belanglos. Gerade die in der lebenden 
Zelle herrschende aktuelle Reaktion in der Nahe des Neutral- 
punktes macht eine Aktivierung der Arginase durch Sulfhydryl- 
verbindungen unmdglich. Ich halte deshalb die gemachten Ein- 
winde fiir entkraftet. 

Die eminente Wirkung der Blausiure und der Sulfhydryl- 
verbindungen auf die Arginase im sauren Gebiete, die wir in dem 
oben Gesagten eindeutig nachweisen konnten, laBt die Vermutung 
auftauchen, daB diesem Enzym méoglicherweise der Charakter 
eines Schwermetallkatalysators im Sinne Warburgs zugeschrieben 
werden kann. Wir denken in diesem Zusammenhange besonders 
an die Untersuchungen von H. A. Krebs.') Aus diesen geht z. B. 
hervor, da8 bei einer Cysteinkonzentration von m/800 die Proteo- 
lyse durch Komplexbildung der in der Enzymlésung anwesenden 
Schwermetalle maximal aktiviert wird. Dies fallt ganz in die 
GréBenordnungen, die wir fiir die Arginasehemmung finden und 
es wire denkbar, daB die Inaktivierung der Arginase im sauren 
Gebiete auch durch derartige Komplexbildung des Enzyms erfolgt. 
Es wird noch weitausholender Untersuchungen in dieser Hinsicht 
bediirfen, um diese Frage zu kliren. Daf Blausiure und Sull- 
hydrylverbindungen nicht allein die Arginasewirkung hemmen 
kénnen, sondern daB bei der Regulierung der Stoffwechselvorginge 





1) Biochem. Z. 288, 174 (1931). 
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im Leben noch eine Reihe von ganz anderen Faktoren mitwirken, 
werden wir in der nachfolgenden Mitteilung zeigen. Wir wollen 
daher die Meinung, daB die Arginase nun wirklich ein Schwer- 
metallkatalysator ist, nur als Méglichkeit aussprechen. 


Zusammenfassung. 

1. Die Arginase andert durch Bereitung von Aceton- oder 
Alkoholtrockenpraparaten ihre Léslichkeit. Sie wird dadurch fast 
unléslich in Glycerin und Wasser, wihrend sie sich mit Puffer- 
losungen von pa = 6,4—9,4 leicht herauslésen laBt. 

2. Bei 30° im Vakuum unter Ausschlu8 von Sauerstoff ein- 
geengter Leberacetonextrakt wirkt niemals aktivierend auf Argi- 
nase ein, selbst wenn ein Vielfaches der auf die Enzymmenge ent- 
fallenden Extraktmenge angewendet wird. 

3. Blauséure, Cystein und Glutathion wirken beim Neutral- 
punkt und bei schwach saurer Reaktion als energische Hemmungs- 
kérper auf die Arginase (bis 90°/)). Bei px = 9,4 kann Cystein 
manchmal eine schwache Aktivierung herbeifihren. 

4. Die Hemmung durch die genannten 3 Substanzen ist noch 
bei m/1000-Molaritaét ungemein ausgepragt. 

5. Die Angabe von Waldschmidt-Leitz, daB Arginase nur 
bei Gegenwart von natiirlichem Aktivator bzw. Glutathion und 
anderen Sulfhydrylverbindungen wirkt, konnte in keinerlei Weise 
bestaétigt werden. 

6. Sauerstoff schidigt die Arginase bei 40°, und zwar um so 
mehr, je alkalischer die Reaktion der Lésung ist. 

7. Eine allerdings viel schwichere Schidigung der Arginase 
tritt unter den gleichen Bedingungen auch in Stickstoffatmosphare 
ein und diirfte ebenfalls auf Hydroxylionenwirkung zuriick- 
zufiihren sein. 

8. Eine nach 6. oder 7. teilweise inaktivierte Arginase wird 
durch Cystein bei px = 6,8 genau so gehemmt wie native Argi- 
nase. Bei px = 9,4 ist Cystein fast ohne Hinflu8, das Knzym 
la8t sich auf keinen Fall dadurch reaktivieren. 

9. Schaumbildung bt eine starke Inaktivierung aus. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln ausgefiihrt, die dem einen von 
uns (E.) von der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft ge- 
waihrt worden waren. 








Zur Kenntnis der Arginasewirkung. 
8. Mitteilung.?) 
Thyroxin und Argininstoffwechsel. 


Von 


8S. Edlbacher und Bruno Schuler. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des physiologischen Instituts Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. Februar 1932.) 


Das eigentiimliche Vorwalten einer Reihe von hydrolytischen 
Vorgiingen in Geweben gegeniiber den oxydativen Abbauvorgingen, 
auf das wir in einer Untersuchung iiber den Stoffwechsel der 
Tumoren hingewiesen haben”), veranlaBte uns schon vor laingerer 
Zeit der Kopplung von oxydativem und hydrolytischem Stoff- 
wechsel ein erhéhtes Augenmerk zuzuwenden. Wir haben, aus- 
gehend von diesem Gedanken, nun einerseits die Frage gestellt, 
wie sich der tierische Organismus gegen eine plétzliche Uber- 
schwemmung mit Arginin verhalt und andererseits versucht, den 
Argininstoffwechsel durch Steigerung des Grundumsatzes zu be- 
einflussen, indem wir die Versuchstiere unter Thyroxinwirkung 
setzten. 

Wie wir weiter unten zeigen werden, konnte in beiderlei 
Hinsicht insofern ein bemerkenswertes Ergebnis erzielt werden, 
indem sich tatsichlich ein gewisser Antagonismus zwischen hydro- 
lytischer Argininspaltung und Thyroxinwirkung eindeutig be- 
weisen lieB. Wie aus unseren friiheren Untersuchungen hervor- 
geht *), findet sich beim Meerschweinchen dieses Enzym haupt- 
siichlich in der Leber, in geringerem Mafe in der Niere, wahrend 
die Muskulatur gerade noch nachweisbare Spaltung zeigt. Is 
wurde nun eine Anzahl von Tieren gleichen Geschlechtes noch- 


1) Beziiglich der Literaturangaben vgl. die vorangehende 7. Mitteilung, 


Diese Z. 206, 65 (1932). 
2) Edlbacher u. Kutscher, Diese Z. 199, 200 (1931). 


3) a. a. O. 
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mals zur Sicherung der Normalwerte untersucht. Eine zweite 
Serie von Tieren wurde subcutan mit neutralisiertem Arginin 
gespritzt und die Wirkung dieser Uberschwemmung des Orga- 
nismus durch die Aminosaure in gleicher Richtung untersucht. 
In einer dritten Serie wurden die Tiere zuerst mit Thyroxin be- 
handelt und wahrend dieses Zustandes mit Arginin injiziert. 
Das Hauptresultat dieser Versuchsanordnung war nun, daf 
Muskulatur und Niere unter dem Einflu8 der Uberschwemmung 
mit Arginin ein Ansteigen der Arginasewerte um ein Vielfaches 
vom Normalwerte zeigten, daB aber diese Enzymproduktion voll- 
kommen ausblieb, wenn die Tiere unter Thyroxinwirkung gesetzt 
wurden. Offenbar wurde unter der Wirkung des Hormons ein 
vollkommen anderer Abbauweg des Arginins vom Organismus 
beschritten, denn die Thyroxintiere verhielten sich beziiglich der 
Arginasewirkung ganz wie normale. Es wurde dann auBerdem 
die Wirkung des Thyroxins auf die Arginasespaltung bei der durch- 
stromten Katzenleber untersucht und auch hier ergab sich, daB die 
hydrolytische Argininspaltung durch das Hormon stark herunter- 
gesetzt wurde. Ehe auf die vielfache theoretische Deutung dieser 
Ergebnisse eingegangen wird, sollen hier auszugsweise die an- 
gestellten Versuche mitgeteilt werden. 


Die Bestimmung der Arginase erfolgte in der iiblichen Weise.) Alle 
verwendeten Tiere wurden 24 Stunden vor Beginn des Versuches auf Hunger 
gesetzt. Es wurden ausschlieBlich weibliche Meerschweinchen verwendet. 
Gravide Tiere wurden ausgeschaltet. 


Es folgt hier als erste Tabelle die Untersuchung von normalen Hungertieren. 
Es fanden sich Arginaseeinheiten (A.-E.): 








Tier Leber Muskel Niere 


























Me. pro Gramm | Gesamtwert | pro Gramm | pro Gramm Gesamtwert 
1 1900 44 650 2,0 12 54 

2 1900 21850 1,6 20 56 

3 2300 38 000 2,8 36 126 

4 1900 31300 3,0 44 165 

5 2500 36 200 4,4 32 90 

6 2400 44 100 3,6 44 160 








Die Mittelwerte von 10 Tieren betrugen: 


1. Pro Gramm Leber zwischen 1900 und 2800, Mittel = 2170 A.-E. 
2. 99> 99 Muskel 9°? 1,6 99 5,0, 99 3,4 9° 


I | 


3. 99 99 Niere 99 12 9? 44, 9? 32 9 





1) Diese Z. 148, 264 (1926). 
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Die zweite Serie erhielt pro Gramm Kérpergewicht je 5 mg Arginin in 
Form einer neutralisierten Arginincarbonatlésung in 1 maliger Dosis subcutan 
(dorsal) injiziert. Nach den angegebenen Stundenwerten (83—24) wurden die 
Tiere durch Dekapitierung getétet und es erfolgte sofort die Bestimmung 
des Arginasewertes. 

Mittelwerte (A.-E.). 
































Fahl li Leber Muskel Niere 
der Stunden : _ 
Tiere | nach der pro Gesamt- pro pro Gesamt- 
Behandlung} Gramm wert Gramm | Gramm wert 
3 3 1600 33000 4 40 150 
3 4 1300 31000 8 70 300 
4 5 950 22000 ll 110 550 
3 6 1200 30600 10 60 300 
3 10 1300 30800 8 65 250 
3 24 1300 | 32000. 40 180 








Im Vergleich mit der ersten Tabelle ist ersichtlich, daB die Uberschwem- 
mung des Organismus mit Arginin zur Folge hat, daB nach 5 Stunden die 
Muskulatur bis fast auf das 4fache ihres Enzymwertes, die Niere als Aus- 
scheidungsorgan vom A-Wert’ 32 auf 110 ansteigt, wahrend merkwiirdiger- 
weise in der Leber ein starkes Sinken der enzymatischen Wirkung zeitlich 
mit dem Maximum im Muskel und Niere zusammenfallt. Auf die Deutung 
dieser Beobachtung soll erst weiter unten eingegangen werden. 

Die dritte Serie der Meerschweinchen wurde 1 Stunde vor der Arginin- 
behandlung mit je 1 mg Thyroxin (Hoffman-La Roche & Co.) pro 500 g Tier- 
gewicht subcutan gespritzt und dann wurde in der gleichen Weise wie vorhin 
untersucht. Da aus dem vorigen Versuche sich ergab, daB 5 Stunden nach 
der Argininbehandlung das Maximum der Fermentmobilisierung eintrat, wurde 
bei dieser Serie nur dieser Zeitpunkt untersucht. 

5 Stunden nach der Argininbehandlung + Thyroxin fanden sich die 
folgenden Fermentwerte. 


























Tier Leber Muskel Niere 
Nr. pro Gramm | Gesamtwert | pro Gramm |pro Gramm /| Gesamtwert 
l 1800 36000 4,4 52 180 
2 2200 40700 5,0 60 200 
3 1400 25000 5,0 44 150 
4 2900 40000 3,0 28 98 
5 2100 36700 4,5 30 100 
6 2000 33 100 4,0 30 90 
7 2000 35000 3,0 35 130 

















Ein Vergleich dieser Tiere mit den normalen und Arginintieren zeigt, 
daB die Menge von 1 mg Thyroxin pro 500 g in derartig eminenter Weise 
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sich auswirkt, daB sich die Tiere fast ganz wie normale verhalten, daB also 
die Revolutionierung, die nach der Arginininjektion eintreten miiBte, durch 
das Thyroxin vollkommen unterdrickt wird. 
Es folgt nun eine Serie von Tieren, die nur Thyroxin ohne Arginin er- 
hielten und die 6 Stunden nach der Thyroxinbehandlung untersucht wurden. 
6 Stunden nach der Thyroxinbehandlung ohne Arginin. Es fanden sich 
die folgenden Arginasewerte. 


























Tier ‘Leber Muskel Niere 
Nr. pro Gramm | Gesamtwert | pro Gramm | pro Gramm | Gesamtwert 
1 1800 | 28000 4 50 =| «= 200 
2 2600 | 38000 5 44 | 150 
3 2100 | 26 500 3 46 170 
4 1900 33000 3,5 45 210 
5 2000 | 36000 4 30 120 
6 1700 | 25000 2,5 36 150 
Thyroxink.v.. "=~ ollein ist also unter den getroffenen Ver- 


suchsbedingungen ohne EinfluB auf die enzymatische Aktivitaét der Gewebe, 
die Tiere verhalten sich genau‘ wie unbehandelte normale. 


Durchstro6mungsversuche durch die tiberlebende Katzenleber. 


Die Versuche wurden so ausgefiihrt, daB pro 100 g Lebergewicht eine 
Mischung von 250 ccm frischem defibrinierten Rinderblut und 250 ccm Ringer- 
losung als Durchstrémungsfliissigkeit verwendet wurde. Fiir je 100 g Leber 
wurden 5g neutralisiertes Arginincarbonat zugegeben und die jeweils an- 
gegebenen Thyroxinmengen. In den in den Tabellen angegebenen Zeitriumen 
wurden jeweils Proben von 5 ccm entnommen, mit 35 ccm Wasser verdiinnt 
und mit je 5ccm Natriumwolframat und 5ccm ?/, n-Schwefelsiure ent- 
eiweiBt. In den Filtraten wurde dann der gebildete Harnstoff mittels der 
Ureasemethode bestimmt. 

Es wurden 4 Durchstrémungen ohne Zugabe von Thyroxin ausgefiihrt 
und 3 Versuche, bei denen das Thyroxin (je 2 mg) nach 10 und 30 Minuten 
zugesetzt wurde. Ein Tier wurde vor der Durchstrémung mit Elytyran 
(I. G. Farben) gespritzt und zwar 1 ccm 2 Stunden vor der Tétung. 

In der folgenden Tabelle sind die aus den ermittelten Harnstoffwerten 
errechneten Spaltungswerte fiir das zugegebene Arginin in Prozenten aus- 
gedriickt. 








1. Argininspaltung ohne Thyroxin. 




















Minuten 
Nr. , " 
10 30 | 60 80 | 100 120 
1 5 | w | 2& “ee 
2 4 | 10 a 
3 6 | 2 2 | 32 | 37 | 4 
4 6 | 9 23 | 30 | 3 | ~~ 39 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCVI. 
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2. Argininspaltung unter Zusatz von Thyroxin. 








Je 2 mg Thyroxin nach 
10 Minuten 
30 


30 u. 60 Min., nochmals 2 mg 
Elytyran vor der Tétung 














Betrachtet man die Spaltung nach 100 Minuten, so sind nach dieser 
Zeit von den Lebern ohne Thyroxin 34—37°/, des zugegebenen Arginins 
gespalten worden, wahrend die Spaltung bei Gegenwart von Thyroxin und 
bei Behandlung mit Elytyranlésung nur bis 23—27°/, gegangen war. Setzt 
man den Mittelwert der vier normalen Lebern gleich 100, so sind demnach 
unter dem Einflu8 des Thyroxins nur 70°/, des Arginins nach 100 Minuten 
gespalten worden und zwar bei einer Thyroxinkonzentration von 0,25 mg-°/,. 
Dies sind Werte, die um ein Vielfaches iiber die méglichen Fehlergrenzen 
hinausgehen, zumal von den ausgefiihrten 8 Durchstrémungen keine einzige 


aus der Reihe fallt. 

Es ist demnach als erwiesen zu betrachten, daB in der mit Erythrocyten 
durchstrémten atmenden Katzenleber die Argininspaltung unter dem EinfluB 
von Thyroxin stark gehemmt wird. 


Diskussion der Ergebnisse. 


Um MiBverstandnisse zu vermeiden, sei hervorgehoben, daf 
wir nicht behaupten, daB durch Erhéhung des Grundumsatzes 
der iiberlebenden Séugerleber diese Wirkung zustande kommt, 
sondern wir stellen lediglich fest, daf dasjenige Hormon, das im 
Gesamtorganismus eine Erhéhung des Grundumsatzes hervorruft, 
im iiberlebenden Organ eine Senkung der hydrolytischen Arginin- 
spaltung bewirkt. Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit 
den oben beschriebenen Versuchen am Kaninchen bei parenteraler 
Argininzufuhr. 

Die mitgeteilten Versuche zeigen, daB bei den Thyroxintieren 
die Arginasebildung in der Muskulatur ausbleibt. Es wurden 
auBer den hier mitgeteilten Ergebnissen noch mannigfaltige Unter- 
suchungen iiber die Ausscheidung und das Verbleiben des ein- 
gefiihrten Arginins im Organismus angestellt. Sie ergaben z. B., 
daB in der Leber der Versuchstiere niemals eine Speicherung der 
Aminosiure zu beobachten war, auBerdem zeigte sich manchmal 
eine Erhéhung der Kreatin- bzw. der Kreatininwerte in der Mus- 
kulatur, doch sind alle diese Beobachtungen niemals eindeutig 


zutage getreten. 
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Ks ist zu fragen, ob das ungemein charakteristische Ansteigen 
der Arginasewerte in der Muskulatur und Niere als eine Neubildung 
von Arginase zu deuten ist, oder als ein Abwandern aus der Leber, 
deren Fermentwert wahrend der Argininbehandlung deutlich sinkt. 
Kine praézise Antwort darauf ist schwer zu geben. Spritzt man ein 
Tier wihrend mehrerer Tage mit gréBeren Mengen von Arginin, 
so findet sich unter der Haut eine 6dematése Fliissigkeit, welche 
eine kraftige Arginasewirkung zeigt. Aus diesen und ahnlichen 
Versuchen neigen wir daher der Anschauung zu, daB durch aus- 
giebige parenterale Argininbehandlung Arginasebildung ausgelést 
werden kann. Es erinnert das Verhalten der Tiere an die Beob- 
achtung von Weinland!) iiber das Auftreten von Saccharase im 
Blute nach Rohrzuckereinspritzung und man kénnte die Enzym- 
produktion im Sinne Abderhaldens als Abwehrfermentreaktion 
deuten. Wir wollen uns aber bei dem gegenwirtigen Stand der 
Beobachtungen noch durchaus nicht auf diese Erklérung festlegen. 

Die bei unseren Untersuchungen mit Kutscher?) tiber den 
Stoffwechsel der Tumoren ausgesprochene Vermutung der Kopp- 
lung oxydativer und hydrolytischer Vorgiinge wird durch das 
Verhalten der Thyroxintiere unterstiitzt ; denn es kommt bei diesen 
Tieren zu keiner Steigerung der Arginasewerte. Die Unter- 
suchungen von K. Gilroy*) beschaftigen sich ebenfalls mit der 
eigentiimlichen Verkniipfung von Argininstoffwechsel und Thyroxin- 
wirkung und wir werden im Zusammenhange mit anderen Unter- 
suchungen in einiger Zeit weiteres dariiber berichten. 


Zusammenfassung. 


1. Werden Meerschweinchen mit Arginin gespritzt, so tritt in 
der Muskulatur eine ungefaihr 4fache Steigerung der Arginase- 
werte ein. Auch in der Niere ist diese Erhéhung auBerst deutlich. 

2. Die Erhdhung der Arginasewerte erreicht nach etwa 
5 Stunden ihr Maximum. 

3. Werden die Tiere 1 Stunde vor der Argininbehandlung 
mit Thyroxin gespritzt, so bleibt die Erhéhung der Arginasewerte 
in der Muskulatur aus, die Tiere verhalten sich wie normale. 

4. Dies diirfte so zu deuten sein, da8 unter der Thyroxin- 
wirkung das Arginin auf oxydativem Wege entfernt wird. 


1) Z. Biol. 47, 279 (1906). 
2) a. a. O. 
3) Biochemic. J. 24, 589, 1181 (1930). 
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5. Die mit Erythrocyten in Ringerlésung durchstrémte und 
ausreichend mit Sauerstoff versorgte iiberlebende Katzenleber 
spaltet unter der Wirkung von Thyroxin durchschnittlich nur 
60—70°/, der Argininmenge, die ohne Thyroxinwirkung gespalten 
wird in Harnstoff und Ornithin. 

6. Dies zeigt, daB auch in der iiberlebenden Leber eine antago- 
nistische Wirkung zwischen Arginasespaltung und Thyroxin- 
wirkung besteht. 

7. In diesen Beobachtungen wird ein Hinweis fir die friiher 
gemeinsam mit W. Kutscher!) ausgesprochene Hypothese einer 
Kopplung von oxydativen und hydrolytischen Stoffwechsel- 
vorgingen erblickt, wie sie beim Kohlehydratstoffwechsel als 
Pasteur-Meyerhofsche Reaktion bekannt ist. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln ausgefiihrt, welche dem einen 
von uns (K.) von der Notgemeinschaft der Deutschen Wissen- 
schaft gewaihrt wurden, wofiir wir unseren ergebensten Dank 
aussprechen. 


* 


1) a. a. O. 
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Uber den peptischen Abbau des Caseins.”) 


Von 


Heinz Holter, K. Linderstrem-Lang und J. Briénniche Funder. 
Mit 11 Figuren im Text. 


(Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. Februar 1932.) 


Vor kurzem hat der eine der Verfasser®) eine Methode an- 
gegeben, die es erlaubt, den Verlauf der Pepsinverdauung von 
Casein durch den Vergleich der proteolytischen Spaltung mit der 
dieser Spaltung parallel gehenden Anderung der Viscositat der 
Substratlésung zu charakterisieren. Es wurden durch die graphische 
Darstellung des Verhaltnisses dieser beiden GréBen Kurven ge- 
wonnen, die zu Betrachtungen itiber die Natur der verwendeten 
Pepsinpraéparate ausgewertet wurden. In der folgenden Abhandlung 
soll der Versuch gemacht werden, auf Grund weiterer Anwendungen 
derselben Methodik Aufschliisse tiber die Natur des verwendeten 
Substrates und den Mechanismus seines Abbaues zu erhalten. 

Zur Erliuterung der Problemstellung sind einige Betrach- 
tungen iiber die bei der Kinwirkung von Pepsin auf Caseinlésungen 
sich abspielenden Vorgainge vorauszuschicken. Die einer Ver- 
folgung mit chemischen Methoden unmittelbar zugingliche Ver- 
inderung des Verdauungsgemisches besteht, wie man nun nach 
der Richtigstellung* > 19 22, 24) anfanglicher abweichender Versuchs- 
ergebnisse* 79 21,23) heute wohl allgemein annimmt**), aus- 
schlieBlich in einer Lésung von Peptidbindungen unter Frei- 
machung einer aquivalenten Anzahl von mafSanalytisch bestimm- 
baren Carboxyl- und Aminogruppen. Soweit unterscheidet sich 
die peptische Verdauung des Caseins also nicht von der anderer 





*) Wird gleichzeitig hiermit in danischer und englischer Sprache in den 
Comptes rend. du Laboratoire Carlsberg‘‘ veréffentlicht. 
**) Eigene Versuche, die eine Bestatigung der Ergebnisse der erst an- 
gefiihrten Arbeiten brachten, seien hier nur der Vollstandigkeit halber erwahnt, 
da zu ihrer Publizierung kein Grund vorliegt. 
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nativer Proteine, abgesehen davon, daB das Casein besonders 
leicht durch Pepsin angegriffen wird, die titrierten Spaltungen 
also sehr groB sind. Einen besonderen Charakter erhalt die Casein- 
verdauung aber durch die voriibergehende Abscheidung eines 
schwer ldslichen Zwischenproduktes in fester Form, des seiner- 
zeit viel bearbeiteten! 1% 1% 15, 16) Phosphorpeptons (Para- oder 
Pseudonucleins). Dieses Phosphorpepton wird uns weiter unten 
noch eingehend zu beschaftigen haben. Hier sei nur erwéhnt, dah 
seine Ausscheidung, obwohl sie eine Inhomogenisierung des Reak- 
tionsgemisches mit sich fiihrt, auf den Verlauf der proteoly- 
tischen Spaltung keinen EKinflu8 zu haben scheint: Die Spaltungs- 
kurven von Casein weisen, auch bei der Verfolgung durch lange 
Verdauungszeiten, keinerlei Anzeichen fiir eine Stdrung des 
Spaltungsverlaufes durch die Ausscheidung und Wiederauflésung 
des Bodensatzes auf, und unterscheiden sich in ihrem allgemeinen 
Verlauf nicht von den Spaltungskurven anderer LHiweiBstoffe 
[vgl. z. B. die Fig. 1, 8, 4 in der Abhandlung von Serensen und 
Katschioni-Walther?’), sowie Fig. 2 und Tab. 3 in der Ab- 
handlung von Waldschmidt-Leitz und Simons?%)]. Dem- 
entsprechend ist auch die Anderung des pu des Reaktionsgemisches 
wahrend der Verdauung durchaus kontinuierlich und offenbar nur 
vom Fortschreiten der proteolytischen Spaltung abhangig (eigene 


Versuche; vgl. auch Fig. 1). 
Viel starker als in den durch chemische Methoden meSbaren 


Anderungen des Substrats kommt der besondere Charakter der 
Caseinverdauung in der eigentiimlichen Viscositétsanderung zum 
Ausdruck, die das Reaktionsgemisch mit fortschreitendem Abbau 
erfahrt. In der eingangs erwihnten Mitteilung®) wurde eine Be- 
sprechung der Ursachen fiir den Verlauf der Viscositatskurve in 
Aussicht gestellt, die im folgenden versucht werden soll. 

Die Viscositaétsinderung geht in der Weise vor sich, da8 nach 
Vermischung der Enzym- und Substratlésung erst eine Abnahme 
der Viscositét erfolgt, welche bald ein Minimum erreicht und sich 
auf diesem eine Zeit lang konstant hilt. Dann beginnt ein Wieder- 
anstieg, erst langsam, etwa bis zum Erreichen des Ausgangs- 
wertes, dann immer rascher und rascher, bis zuletzt mit ganz 
steilem Anstieg der Auslaufszeitwerte ein durch Koagulation der 
ganzen Fliissigkeit markiertes Maximum erreicht wird. Der 
weitere Verlauf der Viscositaétskurve hingt dann in hohem Grade 
von der mechanischen Behandlung ab, der das Verdauungsgemisch 
bei den Messungen im Ostwaldschen Viscosimeter unterworfen 
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wird. MiBt man haufig, so wird durch das oft wiederholte Durch- 
pressen der Lésung durch die Kapillare das Koagulat rasch zerteilt, 
der absolute Wert der maximalen Auslaufszeit wird herunter- 
gedriickt, eine Inhomogenitiét der Lésung beginnt makroskopisch 
sichtbar zu werden und die Viscositaét fallt mehr oder weniger 
rasch. La8t man die Lésung im kritischen Stadium so weit als 
méglich in Ruhe, so wird die sichtbare Ausscheidung eines Nieder- 
schlages etwas verzdgert und die maximale Auslaufszeit kann 
sehr hoch legen; sie ist jedoch in jedem Falle ein Vielfaches der 
urspriinglichen. Parallel mit dem raschen Anstieg der Viscositit 
kurz vor dem Erreichen des Maximums geht ein Opalescentwerden 
der Lésung, welche dann, wiahrend sie koaguliert ist, allmahlich 
ganz milchig und undurchsichtig wird. Sobald sich der ausgeflockte 
Niederschlag abgesetzt hat, ist die iiberstehende Fliissigkeit 
wasserklar und viel schwacher gefarbt als die urspriingliche gelb- 
liche Caseinlésung. — Was nun die Ursache dieses eigentiimlichen 
Verhaltens anlangt, so ist sie, was das Maximum und die in dessen 
zeitlicher Nachbarschaft sich abspielenden Erscheinungen betrifft, 
wohl einfach in der Ausscheidung des Phosphorpeptons zu suchen, 
das beim Abbau des Caseins als Zwischenprodukt gebildet wird, 
beim px der Pepsinverdauung schwer léslich ist (es ist eine ziem- 
lich starke Séiure) und bei der Ausscheidung erst die ganze Lésung 
als homogenes Gel erfiillt, aber auch in dieser Form noch instabil 
ist und ausflockt. Schon Waldschmidt-Leitz und Simons?) 
haben fiir das auch von ihnen beobachtete Durchlaufen der Vis- 
cositat durch ein Maximum ein ,,hochviscéses Zwischenprodukt*‘ 
verantwortlich gemacht und gemeint, da der darauffolgende 
Viscositatsfall durch den ,,langsamer erfolgenden Abbau dieses 
Zwischenproduktes‘‘ verursacht sei. Diese Anschauung wire also 
nach unseren Erfahrungen dahin zu revidieren, daB der Viscositits- 
fall im wesentlichen durch das Ausfallen des Zwischenproduktes 
in fester Form und den damit verkniipften Verlust der beim Vis- 
cositétsmaximum vorhandenen Strukturierung der ganzen, in ein 
Gel verwandelten Lésung bedingt ist. Der im weiteren Verlauf 
der Verdauung erfolgende Abbau des nunmehr als Niederschlag 
im Verdauungsgemisch vorhandenen Zwischenproduktes, wobei 
dieses langsam wieder in Lésung geht, hat mit den hier besprochenen 
Viscositaétserscheinungen nichts mehr zu tun und beeinfluBt die 
Viscositaét der Lésung in kaum nennenswertem MaBe. 

Nicht so leicht wie die Vorgiinge, die dem Viscosititsmaximum 
zugrunde liegen, sind die Erscheinungen zu verstehen, die zur 
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Erreichung eines Minimums fiihren. Es scheint, da8 sich hier 
zwei verschiedene Abbauvorgiinge im ersten Stadium der Pepsin- 
verdauung wohl gleichzeitig abspielen, aber zu verschiedenen 
Abbauzeiten in verschiedenem MaB auf die Viscositét der Substrat- 
lésung einwirken, und daB die Art dieser Kinwirkung eine gegen- 
sitzliche ist. Der normale Verlauf der Viscosititsanderung einer 
Eiweiblésung, die man einem proteolytischen Abbau unterwirft, 
ist der, daB die Viscositét der Lésung anfangs rasch, spater lang- 
samer sinkt und bald einen recht konstanten Grenzwert erreicht 
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Fig. 1. 


[vgl. z. B. die Viscositaétsmessungen an Gelatine, Waldschmidt- 
Leitz und Simons?*)]. Nehmen wir an, da8 im allerersten Stadium 
der Caseinverdauung dieser normale proteolytische Abbau sich ganz 
wie bei Gelatine am stirksten auswirkt und daB der viscositits- 
steigernde Hinflu8 des Phosphorpeptons erst in einem spateren 
Stadium, wenn mehr von diesem Produkt gebildet worden ist, 
groB genug wird, um die (vielleicht gleichzeitig schon abklingende) 
Wirkung der physikalisch effektvollsten Lésung der ersten Peptid- 
bindungen des genuinen EKiweiBes aufzuheben und spaterhin ganz 
zu iiberlagern, so lieBe sich wohl in groben Ziigen die eigentiimliche 
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Gestaltung des eingangs beschriebenen und in Fig. 1 an einem 
Beispiel wiedergegebenen Viscosititsverlaufes damit recht zwanglos 
erklaren. 

Um die hier angefiithrte Erklirung der Viscosititsverinderung 
experimentell zu stiitzen, haben wir nach einem geeigneten Unter- 
suchungsobjekt Umschau gehalten und es in den seinerzeit von 
dem einen von uns§8) dargestellten und beschriebenen Casein- 
fraktionen gefunden. Einerseits schien es von allgemeinem Inter- 
esse, die Einwirkung eines proteolytischen Enzyms auf die von- 
einander geschiedenen Teile eines Proteinkomponentensystems 
fiber diese Terminologie und die daran sich kniipfenden Er- 
wigungen vgl. 8. P. L. Serensen?*)| etwas niher zu verfolgen; 
einige diesbeziigliche, zur Festlegung der Verschiedenheit der 
Fraktionen dienende Versuche sind schon seinerzeit®) mit Lab 
und Trypsin-Kinase angestellt worden. Andererseits aber er- 
hofften wir von solchen Versuchen vor allem Aufschliisse iiber 
die Rolle, die dem Phosphorpepton beim Caseinabbau zufillt 
und damit eventuell tiber den Mechanismus des Abbaues selbst. 
Es liegt naémlich einer der wesentlichsten Unterschiede zwischen 
den einzelnen Caseinfraktionen in deren wechselndem Phos- 
phorgehalt, so da die analytischen Phosphorwerte geradezu 
als Hauptkennzeichen der stattgehabten Fraktionierung des 
nativen Caseins herangezogen worden sind.*) Kommt also der 
Bildung eines phosphorreichen Zwischenproduktes wirklich ein 
entscheidender EinfluB auf die Gestaltung der peptischen Casein- 
verdauung zu, so war zu erwarten, daf die Verfolgung des 
Abbaues der einzelnen Fraktionen Verschiedenheiten aufweisen 
wirde, die sich, wenn die oben gegebene Begriindung fiir das 
Viscositétsverhalten der Caseinlésungen richtig ist, vor allem in 
den Viscositaétswerten und noch mehr in der das Verhialtnis zwischen 
proteolytischer Spaltung und Viscosititsinderung darstellenden 
Kurve zu erkennen geben sollten. — In bezug auf die sonstigen 
Unterschiede zwischen den Caseinfraktionen, deren Charakteri- 
slerung, die Reversibilitét der Fraktionierung usw., verweisen 
wir auf die mehrfach zitierte Arbeit des einen von uns.®) 

Wir haben hiermit die Uberlegungen, die uns zur Aufnahme der 
Versuche bewogen haben, wiedergegeben und wollen nun im 
folgenden experimentellen Teil erst die Versuchsresultate anfiihren, 
ehe wir in der Diskussion der Ergebnisse die Folgerungen be- 
sprechen, die sich aus ihnen ziehen lassen. 
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Experimenteller Teil. 


A. Darstellung der Caseinfraktionen. 


Wir folgten hierbei in allem Wesentlichen der seinerzeit von 
Linderstrom-Lang gegebenen Vorschrift fiir die Herstellung 
und Fraktionierung von Casein, doch unter Vereinfachung des 
Fraktionierungsvorganges, indem nimlich dasAusgangsmaterial(K,) 
in nur 3 Fraktionen zerlegt wurde, die den in ihren Eigenschaften 
meist typischen und am besten voneinander unterschiedenen 
Linderstram-Langschen Hauptfraktionen K,, Kz und K, + K, 
entsprechen. Wir haben die urspriinglichen Namen fir diese 
Fraktionen beibehalten, um den Vergleich mit den eingehenden 


Schema. 
150 g Ko. 
Durch 15 Minuten (Aufwaérmungszeit mitgerechnet) auf dem Wasserbad 
bei 60—70° mit 3000 ccm n/500- (60°/,igem) alkoholischem HCl behandelt. 


Filtration bei Zimmertemperatur. Filtrat F,, Niederschlag N. 


icant La My 
» | 


N,, 10 Minuten bei 60—70° auf dem Wasserbad mit 
3000 ccm n/1000-alkoholischem HCl. Filtration bei 
Zimmertemperatur. Filtrat F,, Niederschlag N,. 
hinnteihdeamiaaci 

MM 
N,, behandelt wie V,. Bei der (langwierigen) Filtra- 
tion erhailt man F, und N3,. 


eee Pr hw 
MM 


N;, gewaschen mit absolutem Alkohol und Ather, 
getrocknet: 





K,; Ausbeute 120 g. 


F,+ F, + F3. Die 3 Filtrate wurden vereinigt und mit der durch einen 
Vorversuch mit einer Probe von 10 ccm ermittelten Menge n/10-NaOH gefiallt. 
Zusatz in kleinen Portionen unter guter Riihrung. Filtration bei Zimmer- 
temperatur. Filtrat F',, Niederschlag N,. 
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K MM 


F,. Filtrat + Waschalkohol von N,, gewaschen und getrocknet 
N, im Vakuum eingedampft. Riick- mit absolutem Alkohol und Ather: 
stand in der kleinstméglichen Menge K,; Ausbeute 23 g. 
warmen 60°/,igen Alkohols gelést; 
diese Lésung durch EingieBen in Was- 
ser, das eine Spur LiCl enthalt (um 
dlige Abscheidung zu verhindern), ge- 
fallt. Niederschlag wiegt getrocknet 
mit absolutem Alkohol und Ather: 

3,8g= K,. 
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Vorschriften Linderstrom-Langs zu erleichtern, nennen unsere 
Fraktionen also K,, K, und K,, und geben ganz kurz den ver- 
einfachten Fraktionierungsgang in Form einer schematischen 
Darstellung (S. 90) wieder. 

Wie aus einem Vergleich dieses Fraktionierungsschemas mit 
dem seinerzeit von Linderstram-Lang gegebenen hervorgeht 
(8), und zwar 8. 55 und 56], sind die quantitativ zuriicktretenden 
Zwischenfraktionen K,, K, und K,; in unsere 8 Fraktionen ein- 
gegangen, ohne jedoch deren Eigenschaften wesentlich zu_be- 
einflussen. Auf Grund der Ergebnisse jener Fraktionierungsarbeit 
erscheint ein solches Vorgehen vollstandig gerechtfertigt; doch 
wollen wir, um Platz zu sparen, auf dessen eingehende Begriin- 
dung hier verzichten und nur auf die diesbeziiglichen Betrach- 
tungen in der angefiihrten Arbeit verweisen. 


Die Analyse der 3 Caseinfraktionen ergab die in der Tab. I 
angefiihrten Resultate. 


Tabelle I. 















































ae Bezogen 

Casein- H,0 °%, N %/, P 9%, auf Trockengehalt P/N 

praparat - 

- LL N% | P% | _ 
Ky 12,25 13,55 0,661 15,44 | 0,753 0,0488 
K, 11,89 13,57 0,026 15,40 | 0,030 0,0022 
Ks 12,01 13,43 0,495 15,26 0,563 0,0369 
Ke | 12,28 13,60 0,711 15,50 | 0,811 0,0523 
C, 9,25 13,88 0,742 15,29 | 0,818 0,0535 
Cp 8,66 13,97 0,720 15,29 | 0,787 0,0515 

| 


Man ersieht hieraus, daB das Ausgangsmaterial K,, das genau 
nach der von Linderstrem-Lang gegebenen Vorschrift aus 
frischer Milch hergestellt worden war (die Darstellungsweise 
geht darauf aus, das Casein vollstandig und unter so schonenden 
Bedingungen als irgend moglich aus der Milch zu gewinnen), 
in drei sich in ihrem Phosphorgehalt weit voneinander unter- 
scheidende Fraktionen zerlegt worden ist. Die analytischen Daten 
stimmen ausreichend mit den seinerzeit von Linderstrem-Lang 
gefundenen wberein[*), Tab. 8]; besonders wichtig war es fiir 
unseren Zweck, die Fraktion K, so phosphorarm wie méglich 
zu erhalten. Dies ist in durchaus geniigendem MaB gelungen, 
indem der Phosphorgehalt unseres Fraktionierungsproduktes sogar 
noch etwas tiefer liegt als der des damals dargestellten. 
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Die unter Cy, und Cy, angefiihrten Analysenwerte beziehen 
sich auf 2 Handelspraparate (,,Casein nach Hammarsten‘, 
Merck), die wir zu Vergleichszwecken in unsere Untersuchungen 
einbezogen haben. Sie sind, wie aus der Tabelle hervorgeht, in 
analytischer Beziehung nicht sehr voneinander verschieden und 
diirften der Art ihrer Herstellung nach am ehesten unserer Frak- 
tion AK, entsprechen, was auch gut zum Wert des P/N-Quotienten 


paBbt. 
B. Die Ausfiihrung der Verdauungsversuche. 


Diese geschah nach der von Holter in der eingangs zitierten 
Arbeit®) kurz mitgeteilten Methode. Da diese seinerzeit nur in 
ganz fragmentarischer Form dargestellt worden ist, sei etwas 
niher auf sie eingegangen, wobei wir uns doch auch hier der Platz- 
ersparnis halber auf das Allernétigste beschranken wollen und in 
bezug auf die methodischen Einzelheiten auf eine in nichster Zeit 
in den ,,Comptes rendus du Laboratoire Carlsberg*‘ erscheinende 
Arbeit des einen von uns verweisen, in der die Methodik mit der 
zu ihrer praktischen Verwendung erforderlichen Genauigkeit be- 
schrieben und die ihr eigentiimlichen Fehlerquellen besprochen 
werden sollen. 

Die Verdauung der Caseinpriparate wurde in einem Wasser- 
thermostaten bei 80° vorgenommen, der auBer dem Reaktions- 
gefaB mit dem Verdauungsgemisch noch ein Ostwaldsches Vis- 
cosimeter zur Bestimmung der Viscositaétsinderung enthielt. Man 
vermischt die vorgewarmten HEnzym- und Substratlésungen in 
einem Zweischenkelrohr, entnimmt gleich nach dem Vermischen 
den zur Beschickung des Viscosimeters erforderlichen Teil der 
Lésung mit einer Pipette, fillt das Viscosimeter und kann mif 
einiger Ubung 8 Minuten nach dem Vermischen die erste Vis- 
cosititsmessung beginnen. Wahrend der Dauer dieser Messung 
entnimmt man dem Hauptteil der Lésung die 2 Nullpunktsproben 
(je 10 cem) zur Bestimmung der Spaltung. Dem weiteren Verlauf 
der Verdauung folgt man durch in kurzen Zeitabstanden wiederholte 
Viscositiitsmessungen und wahlt auf Grund der so erhaltenen 
Werte fiir die Viscosititsinderung die Zeitpunkte fiir die Ent- 
nahme der weiteren Proben zur Spaltungsbestimmung. Wir 
haben im allgemeinen — wenn die Materialmenge dies zulieb — 
auBer dem Nullpunkt 5 Punkte der Spaltungskurve bestimmt. 
Eine Betrachtung der als Beispiele angefiihrten Versuchsproto- 
kolle wird deren Verteilung deutlich machen. Der von uns in dieser 
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Weise verfolgte Verdauungsbereich entsprach auf Grund friiher 
gewonnener Erfahrungen*) etwa einer Verdoppelung der nach 
3 Minuten gemessenen Auslaufszeit. 

Das Anfangs-px des Verdauungsgemisches war 2,30 und wurde 
innerhalb eines Intervalls von 0,05 eingehalten. Die sorgfiltige 
px-Kontrolle ist wichtig, weil die Spaltungsviscosititskurve in 
ihrer Lage recht pu-abhingig ist. Kine Pufferung des Verdauungs- 
gemisches verbot sich aus mehreren Griinden: Erstens ist, wie an 
anderer Stelle niher dargelegt werden wird, der Einflu8 von Salzen 
sowohl auf den Verlauf der Viscositaétskurve wie auf die proteo- 
lytische Pepsinaktivitét auch bei geringen Salzkonzentrationen 
keineswegs zu vernachlissigen und kann bei den zur Erzielung 
einer effektiven Pufferung notwendigen Konzentration vollstindig 
die zu beobachtenden Phinomene verdecken. Zweitens ist es in 
Anbetracht der unbedingt erforderlichen, soweit wie irgend méglich 
getriebenen Titrationsgenauigkeit notwendig, den absoluten Ver- 
brauch an Titrationsfliissigkeit mdglichst gering zu halten und 
gepufferte Lésungen, deren Puffer mit titriert wiirde, sind aus 
diesem Grunde unverwendbar. Wir haben also, um eine genaue 
pa-Kinstellung in pufferfreier Losung zu erreichen, eine Saure- 
bindungskurve der verschiedenen Caseinpraparate in dem fiir die 
Versuche in Betracht kommenden pu-Bereich aufgenommen, die 
zuzusetzende Sauremenge graphisch abgelesen und auBerdem noch 
das px jedes Versuchsansatzes fiir sich kontrolliert. Die px-Mes- 
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sungen wurden elektrometrisch mit Hilfe von Chinhydronelektroden 
vorgenommen. Die bei diesen Vorversuchen erhaltenen Saure- 
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bindungskurven seien der Vollstaéndigkeit halber mit angefihrt 
(Fig. 2); sie weisen fiir die einzelnen Caseinpriparate keine groBen 
Verschiedenheiten auf. (Die Benutzung von */;)n-HCl erklart 
sich aus den Erfordernissen des Verdauungsversuches.) 

Wahrend des Versuches andert sich das Anfangs-px nicht 
unbetrichtlich (entgegen anderen Angaben der Literatur, die wir 
nicht zu erkliren vermégen), doch haben wir, da Vorversuche 
ergeben hatten, daB die px-Anderung, wie zu erwarten, nur von 
der proteolytischen Spaltung bestimmt wird, und wir die Ver- 
dauungsversuche immer zu angenihert der gleichen Spaltung 
fiihrten, angenommen, daB diese Anderung bei allen Versuchen 
die gleiche sei, und uns von der Richtigkeit dieser Annahme auch 
durch Kontrollmessungen iiberzeugt. Eine absolute Konstant- 
haltung des px war Ja fir unsere vergleichenden Versuche nicht 
erforderlich. 

Ebenso war der Natriumchloridgehalt der Loésungen (mit 
anderen Salzen kamen die Praparate nicht in Berithrung) immer 
der gleiche. Dies ergab sich aus der Art, in der die Lésungen be- 
reitet wurden. Wir hatten die ersten Versuche mit einer 3°/,igen 
Aufl6sung von Handelscasein (C, der Tab. I) gemacht und haben 
die Konzentration der anderen Losungen dann der dieser ersten 
angepaBt. Zu diesem Zwecke wurden auf Grund der Wasser- 
gehaltsanalysen die Mengen berechnet, die eingewogen werden 
muBten, um die gleiche Konzentration an Trockensubstanz wie 
in der Stammldésung zu haben, diese — etwa 6 g betragenden — 
Mengen in einem Mef8kolben nach griindlicher Durchfeuchtung 
mit Wasser mit 86 ccm n/10-NaOH in Lésung gebracht und auf 
100cem aufgefiillt. Da die Lésungen zu den Verdauungsversuchen mit 
demselben Volumen Pepsinlésung vermischt wurden, welche die zur 
Erreichung eines px von 2,30 erforderliche Séiuremenge enthielt, 
betrug die Endkonzentration an Trockencasein stets 2,75°/ mit einem 
Gehalt von 18 cem n/10-NaCl per 100 com Verdauungsgemisch. 
Die Caseinlésungen wurden alle in absolut gleicher Weise bereitet, 
zu den einzelnen Operationen des Auflésungsvorganges die gleichen 
Zeiten verwendet usw., und sie wurden zwischen Bereitung und 
Versuch gleich lange im Hisschrank aufbewahrt, um jeden Verdacht 
auszuschlieBen, daB die gefundenen Unterschiede lediglich in der 
verschiedenen Vorgeschichte der einzelnen Lésungen begriindet 
sein kénnten. 

In den dem Verdauungsgemisch entnommenen Proben wird 
die Reaktion durch 20 cem Aceton sistiert, in das die Proben 
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(10 cem) direkt einpipettiert werden.’) Ein Wigen der Proben, 
wie es Sorensen und Katschioni-Walther angeben, er- 
iibrigt sich hier, erstens weil (wie wir uns durch Kontroll- 
wigungen tberzeugten) die Viscositétsinderung auch bei der 
letzten entnommenen Probe noch nicht ausreichend ist, um das 
Gewicht merkbar zu beeinflussen, wenn man die Verdauung nicht 
weitertreibt, als wir es getan haben, und vor allen Dingen, weil 
die Proben auf gleichen Viscositatsstufen entnommen werden 
und etwaige Fehler beim Vergleich fortfallen. 

Die Titration wurde nach dem von einem von uns’), 
(vgl. auch ®)], angegebenen Verfahren in Aceton mit Naphthylrot 
als Indicator ausgefiihrt, doch mit einer kleinen technischen Ab- 
inderung, die bei so stark triiben Loésungen, wie den bei unseren 
Bestimmungen vorliegenden, zur Erreichung der notwendigen 
Titrationsgenauigkeit erforderlich ist. Diese Anderung besteht 
darin, daB man die zweite, endgiltige Titration nicht unmittelbar 
nach Zusatz der gesamten Acetonmenge im triiben Medium aus- 
fiihrt, sondern einige Stunden damit wartet, bis sich das aus- 
gefallte Hiwei8 abgesetzt hat, und zwischen den einzelnen, tropfen- 
weise vorgenommenen Zusaitzen den beim Umschiitteln auf- 
gewirbelten Bodensatz niederzentrifugiert (2 Minuten bei 
2000 Touren geniigen und werden von den Titrationskolben gut 
vertragen), den Farbenvergleich mit der Kontrollésung also in 
klarer Fliissigkeit vornimmt. Die Bestimmung wird dadurch 
recht miihevoll und zeitraubend, doch ist es unter diesen, und nur 
unter diesen Bedingungen bei geniigender Ubung méglich, mit 
einer Genauigkeit von 0,01 ccm n/10-HCl zu titrieren. Die Un- 
empfindlichkeit der Linderstrom-Lang-Titration gegen die 
Kohlenséure der Luft macht die Anwendung dieser zeitraubenden 
Prozedur moéglich. — Als Kontrollésung diente die eine der beiden 
Nullpunktsbestimmungen. 

Was endlich die Viscositaétsmessungen betrifft, so verwendeten 
wir dazu Ostwaldsche Viscosimeter, die zwischen den Marken 
etwa 20 cem faBten, mit 25 cem Loésung beschickt wurden und 
einen Wasserwert zwischen 60 und 75 Sekunden (bei 30°) hatten. 

Zu allen Verdauungsversuchen wurde dasselbe Pepsinpraparat 
von Merck (Pepsin pulv. sol. Ph. Br. 14) verwendet, das uns 
schon zu vielen friiheren Versuchen gedient hatte und dessen 
Aktivitaét sich in der Zeit, in der wir es benutzten, nicht verindert 
hat. Das Verdauungsgemisch enthielt bei allen Versuchen 0,05°/, 
dieses Pepsins, das zu einer immer wieder frisch bereiteten 1°/,igen 
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Lésung in Wasser gelést und mit geeigneten Mengen von Wasser 
und */,,n-HCl verdiinnt worden war. Selbstverstandlich wurde 
auch bei der Behandlung der Enzymlésungen (Vorwirmen usw.) 
der gréBte Wert auf GleichmaBigkeit der Versuchsbedingungen 
gelegt. Die angewendeten Siuremengen waren fiir alle Casein- 
praparate nahezu die gleichen (vgl. die Saurebindungskurven der 
Fig. 2) und daher auch das pu der Pepsinlésungen sehr nahe gleich, 
was auf Grund der von Ege’) untersuchten Stabilitaétsverhaltnisse 
des Pepsins und deren px-Abhingigkeit zu beachten war. Uber 
die trotz dieser VorsichtsmaBregeln gefundenen Unterschiede in 
der Aktivitit des Pepsins gegeniiber den verschiedenen Casein- 
priparaten wird weiter unten noch zu reden sein. 


C. Die Versuchsresultate. 

Bevor wir nun die Versuchsresultate wiedergeben, seien noch 
einige Worte tiber deren Notierung und graphische Darstellung 
vorausgeschickt. 

Die Zahlen, die man unmittelbar beim Versuche bekommt, 
sind die Auslaufszeiten des Viscosimeters und der in den einzelnen 
Proben titrierte Zuwachs an Aminogruppen, ausgedriickt in 
Kubikzentimeter n/10-HCl. Die Viscosimeterauslaufszeiten wurden 
sodann, umgerechnet in die entsprechenden Werte der spezifischen 
Viscositit 7, in einer Kurve mit der Verdauungszeit als Abszisse 
und 7 als Ordinate aufgetragen. Das gleiche geschah mit den 
Spaltungswerten, wobei die Kubikzentimeter n/10-HCI als Ordinate 
fungierten. Aus diesen Kurven wurde dann die dritte, das Ver- 
haltnis der beiden darstellende, gewonnen, indem nach eventueller 
graphischer Korrektion der Ungenauigkeiten in der Bestimmung 
der Spaltung die zu den einzelnen Spaltungswerten gehdrigen 
Werte fiir 7 graphisch abgelesen und von diesen sodann der Wert der 
Viscositat bei der Verdauungszeit 0 (7), iiber dessen Bestimmung 
sofort zu reden sein wird) subtrahiert wurde. Die so erhaltenen 
Differenzen 7 — yo, An benannt, wurden als Ordinaten gegen die 
graphisch korrigierten Spaltungswerte als Abszisse abgesetzt, und 
damit die den Abbau der verschiedenen Caseinpriparate charakte- 
risierenden Spaltungsviscositétskurven gewonnen. 

Was die Bestimmung des Viscositaétsnullpunktes betrifft, so 
ist dazu die Durchlaufzeit der 3 Minuten nach dem Vermischen 
der Lésungen begonnenen ersten Messung nicht zu verwenden, 
da sich die Viscositaét gerade in den ersten Minuten der Verdauung 
sehr rasch dindert und auch das Tempo dieser Verinderung bei der 
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verschiedenen Aktivitat des Pepsins gegeniiber den verschiedenen 
Caseinpraparaten keineswegs dasselbe ist. Wir sind, um diese 
Schwierigkeit zu umgehen, so vorgegangen, daB wir die bei Ver- 
suchen mit verschiedenen Pepsinkonzentrationen an ein und dem- 
selben Caseinpriparat (diese Versuche wurden in anderem 
Zusammenhang ausgefiihrt und werden an anderer Stelle ver- 
éffentlicht werden) erhaltenen Werte fiir die Auslaufszeit nach 
$8 Minuten auf einer Kurve absetzten und diese Kurve bis zur 
Pepsinkonzentration 0 fortsetzten (Fig. 3). 
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Fig. 3. Viscositats-Anfangswerte fiir verschiedene Pepsinkonzentrationen. 





Da die bei den Versuchen mit derselben Enzymkonzentration, 
aber verschiedenen Substraten beobachteten Versuchszeiten ver- 
schiedenen scheinbaren Enzymkonzentrationen am selben Substrat 
entsprechen, kann diese Kurve in sinngeméBer Weise zur Bestim- 
mung von 7, verwendet werden, und wir glauben, daB der hierbei 
begangene Fehler nur klein ist, jedenfalls kleiner, als wenn man die 
erste gemessene Auslaufszeit als Nullpunkt verwendet. Da iiberdies 
die beobachteten Viscosititsinderungen in den spiteren, fiir die 
Kurvenlage vor allem bestimmenden Stadien der Verdauung sehr 
groB sind, wird die Bedeutung eines kleinen Fehlers in der Null- 
punktsbestimmung noch weiter vermindert. — Da die Spaltungs- 
geschwindigkeit viel gleichmaBiger ist als die der Viscositits- 
anderung, haben wir beim Zeichnen der Spaltungskurve von einer 
Extrapolation auf 0 abgesehen und den nach 31/, Minuten be- 
stimmten Spaltungswert in allen Fallen als Nullpunkt benutzt. 
Zu vergleichenden Betrachtungen reichen die so gewonnenen 
Kurven vollstandig aus. 

Der Bestimmung der Pepsinaktivitét gegeniiber den ver- 
schiedenen Caseinpriparaten haben wir, da angesichts der vielen 
verschiedenen gegenwiartig zur Bestimmung der Pepsinwirkung 
benutzten Methoden noch keine allgemein anerkannte Wirkungs- 
einheit fiir Pepsin definiert worden ist, den Umstand zugrunde 
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gelegt, dab am gleichen Substrat die Zeiten gleichen Umsatzes den 
Enzymmengen umgekehrt proportional sind. Diese recht allgemein 
giiltige Beziehung ist, wie mehrfach festgestellt wurde [vgl. z. B. 23) 
und zwar §. 128; auch eigene unverdffentlichte Versuche], auch 
fiir die Pepsinverdauung mit praktisch ausreichender Genauigkeit 
zutreffend. Wir haben also willkirliche, zu den Daten unserer 
Versuche passende Spaltungs- und Viscositétswerte (Spaltung 
0,40 ccm n/10-HCl, Viscositatsinderung 4 7 =-+- 0,55) zur Charak- 
terisierung unserer scheinbaren Enzymkonzentrationen benutzt 
(die wirkliche Konzentration war, wie gesagt, in allen Fallen gleich, 
und zwar 0,05°/, Merck-Pepsin) und den reziproken Wert der zur 
Erreichung der entsprechenden Kurvenpunkte verlaufenen Zeit 
in Minuten als Kennzeichen der Pepsinaktivitét genommen; um 
bequemere Zahlen zu erhalten, wurden diese reziproken Zeitwerte 
mit 104 multipliziert. Diese Aktivitaitswerte haben wir C, und Cs, 
genannt, je nachdem sie sich auf die durch Spaltung oder Viscosi- 
tiitsinderung gemessene Aktivitét bezogen. Uber deren aus den 
Versuchsergebnissen ersichtliche Variationen wird in der Dis- 
kussion zu reden sein. 

Wir wollen im folgenden nur das Zahlenmaterial eines einzelnen 
Versuches als Beispiel fiir den hier beschriebenen Vorgang voll- 
stindig wiedergeben und uns fiir die anderen Versuche auf die 
Anfiihrung der gemessenen Werte von 7 und der titrierten Spal- 
tungen, sowie der daraus gewonnenen Spaltungsviscositaétskurven 
beschrinken, nebst den zu jedem Versuch gehérenden Pepsin- 
aktivititswerten Cy, und C,,. 

Alle im folgenden wiedergegebenen Kurven sind durch 
mindestens 1 malige Wiederholung des Versuches verifiziert worden, 
mit Ausnahme der Kurve fiir die Fraktion K,, wo Materialmangel 
einen Kontrollversuch unméglich machte. Doch ist der an diesem 
Priparat gefundene Effekt so groB, daB er weit auBerhalb der 
Versuchsfehler liegt und deshalb fiir die in der Diskussion der Ver- 
suchsresultate gegebenen Betrachtungen eine ausreichende Grund- 
lage bildet. 


Bemerkung zu den Tab. II und III und den Fig. 3 und 4. 


In Tab. II ist das gesamte Zahlenmaterial eines Versuchsprotokolls als 
Beispiel fiir die Art der Gewinnung der Spaltungsviscositétskurven (Kurve III, 
Fig. 4) wiedergegeben. In Fig. 4 sind auf Kurve I die aus den direkt gemessenen 
Auslaufszeiten umgerechneten Werte fiir 7 (Ordinate, gegen die Verdauungs- 
zeit (Abszisse) abgesetzt, ebenso auf Kurve II die direkt titrierten Spaltungen 
(Ordinate) gegen die Verdauungszeit. Die Auslaufszeit fiir die Verdauungs- 
zeit 0, sowie der dazugehérige Wert 7, wurden mit Hilfe der Fig. 2 graphisch 
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Tabelle II (Fig. 4 und 5). 


Versuch 1. 100 ccm Verdauungsgemisch enthalten: 
3,0 g Cr, 0,05 g Pepsin, 
d 15,25 ccm %/,, n-HCl. px = 2,31. 
3 Wasserwert des Viscosimeters: 73,6 Sekunden. 











Kurve I, Fig.4 _ 








Kurve Hl, Fig. 4, 

























































































Ver- Auslaufs- Ver- Spaltung ‘in : 
dauungs- on dauungs-| ccm n/10-HCl 
" zeit n An + a 
zeit Zel | graphisch 
in Min. | in Sek in Min. gefunden | hom 
0%) 119,0*)| 1,623*) 0 31/, a 
3 109,0 1,486 — 0,137 4 — {| — 
12 103,4 1,409 — 0,214 65 0,28 | 0,28 
45 101,4 1,382 — 0,241 127 0,40 | 0,395 
64 104,1 1,419 — 0,204 154 0,43 | 0,43 
126 123,5 1,683 + 0,060 179 0,46 | 0,46 
129 125,1 1,705 -+- 0,082 194 0,475 0,475 
149 136,2 1,856 -+- 0,233 
157 142,0 1,935 + 0,312 Kurve ITI, Fig. 5. 
177 157,7 2,149 -+- 0,526 
181 161,7 | 2,204 | +0,581 An | cem n/10-HCl 
193 174,0 2,372 + 0,749 SS S]]S._ — SS = 
: 197 178,4 2,432 + 0,809 — 0,200 0,28 
4 + 0,082 0,40 
: + 0,280 0,43 
+ 0,550 0,46 
4 + 0,757 0,475 
Spaltung 0,40 ccm ist erreicht nach 129 Minuten; 
1 
A » = 0,55 (n = 2,182) ist erreicht nach 179 Minuten; 
1 
Cy= 179 * 104 = 56. 
15 
275 Q6 fo 
eo | ° gus |Jabu j 
© aus \Jo6.M 
2 
yA A - ‘: P 
7 178 Pa : Gz & 0 
mv a | : $ 
test +! “05 
0 60 72, Va ab 7) Oz % Go 
Miwhen ~ y com Yoo M7 


Fig. 4. 


*) Extrapoliert. 
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gefunden. Aus den von Kurve II graphisch abgelesenen Spaltungswerten und 
den dazugehérigen interpolierten Werten fiir A 7 (7 — %) ergeben sich dic 
Wertepaare, die als Abszissen und Ordinaten den Spaltungsviscositatskurven 
(fiir unser Beispiel die Kreise der Kurve III, Fig. 5) zugrunde liegen. — Bei 
den iibrigen Versuchen (Tab. IIJ—X, Fig. 5—10) haben wir uns aus Platz- 
riicksichten mit der Angabe dieser letzteren Wertepaare und der dazugehérigen 
Kurven fiir je 2 Parallelversuche begniigt. Doch wird in der gleichzeitigen 
Veréffentlichung in den ,,Comptes rendus du Laboratoire Carlsberg‘: das 
gesamte Zahlenmaterial im Bedarfsfalle verfiigbar sein. Die lotrechten ge- 
strichelten Linien der Fig. 4 bezeichnen die Verdauungszeiten, die zur Er- 
mittlung der GréBen Cs» bzw. C,, dienten. 


Tabelle III (Fig. 5). 


Versuch 2. 
gemisch enthalten: 


3,0 g Cs, 0,05 g Pepsin, 


100 ccm Verdauungs- 


Tabelle IV (Fig. 6). 


Versuch 6. 100 ccm Verdauungs- 


gemisch enthalten: 


3,167 g Ky, 0,05 g Pepsin, 
15,8 com %/,;) n-HCl; px = 2,30. 

















is ccm n/10-HCl 
sci, (graphisch korr.) 

(— 0,240) *) F (0,10) *) 

(— 0,248) (0,20) 

— 0,172 0,29 

+ 0,270 0,43 

+ 0,675 0,465 

+ 0,840 0,475 

Cy = 55 Cgp 7 76 
Tabelle V (Fig. 6). 


Versuch 5. 100 ccm Verdauungs- 
gemisch enthalten: 
3,167 g Ko, 0,05 g Pepsin, 
15,9 com *4/,)5 n-HCl; px = 2,29. 














1) ecm n/10-HCl 
sai (graphisch korr.) 

(— 0,208) (0,10) 

— 0,183 0,195 

— 0,059 0,315 

+ 0,731 0,445 

+ 0,878 0,455 

+ 0,975 0,46 

Cy = 63 Cs, = 86 


Tabelle VI (Fig. 7). 
Versuch 3. 100 ccm Verdauungs- 
gemisch enthalten: 

3,173 g K,, 0,05 g Pepsin, 
15,1 com 4/,)n-HCl; py = 2,28. 














ia ecm n/10-HCl 
a (graphisch korr.) 

(— 0,186) (0,065) 
(— 0,210) (0,14) 

(— 0,190) (0,23) 

— 0,048 0,33 

+ 0,302 0,41 

+ 0,546 0,44 

+ 0,680 0,455 

4+. 0,945 0,470 
Cy, = 58 Cs, = 65 


*) In dieser und den folgenden Tabellen und Figuren bezeichnen die 
eingeklammerten Zahlen und Kurvenpunkte graphisch interpolierte, nicht 
durch direkte Titration bestimmte Werte. 








ee ecm n/10-HCl 
sae (graphisch korr.) 

(— 0,185) (0,10) 

(— 0,204) (0,16) 

(— 0,202) (0,20) 

— 0,120 0,31 

+ 0,304 0,41 

+ 0,554 0,45 

+ 0,988 0,48 

+ 1,004 0,48 

Cy = 68 Cy, = 86 
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Tabelle VII (Fig. 7). 


Versuch 4. 


100 ccm Verdauungs- 


gemisch enthalten: 
3,143 g K,, 0,05 g Pepsin, 
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Tabelle VIII (Fig. 8). 
Versuch 7. 100 ccm Verdauungs- 
gemisch enthalten: 

3,145 g K;, 0,05 g Pepsin, 

16,1 com %/;)n-HCl; pq = 2,29. 





Ay 


(—0,187) 
—0,190 
(—0,127) 
+0,210 
+ 0,362 
+0,654 


+1,197 


C,=T71 


15 


fo 


Os 



































Fig. 6. 


ccin WoHc/ 
Spaltungsviscositatskurve fiir K,. 


Ge Ge = 





Tabelle IX (Fig. 8). 


Versuch 8. 100 ccm Verdauungs- 
gemisch enthalten: 


3,145 g K,, 0,05 g Pepsin, 


cem n/10-HCl 
(graphisch korr.) 





1) cem n/10-HCl 
|! (graphisch korr.) 
(—0,083) (0,08) 
—0,110 0,17 
(—0,116) (0,25) 
—0,094 0,315 
—0,058 0,355 
+0,047 0,42 
+-0,376 0,475 
Cy = 30 Cs» = 50 
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Fig. 7. 


Tabelle X (Fig. 10). 
Versuch 9. 100 ccm Verdauungs- 
gemisch enthalten: 

3,128 g K,, 0,05 g Pepsin, 
16,6ccm */,)>n-HCl; py = 2,30 + 0,03. 


Spaltungsviscositatskurve fiir Kg. 








. ccm n/10-HC1 
(graphisch korr.) 





(0,08) 
25 
0,40 
0,46 
0,485 


C,, = 49 








a ecm n/10-HCl 
] (graphisch korr.) 
(—0,017) (0,58) 
+-0,070 oe 
.0'889 0.75 
+0,891 0,75 
Cy= 1] Cs, = 50 
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Bemerkung zu Tab. X und Fig. 9 und 10. 


Bei dem Versuch mit K, (der infolge Materialmangels der einzige ist, 
zu dem kein Parallelversuch vorliegt) ist es nétig, einige Bemerkungen iiber 
das auBere Bild der Verdauung zu machen: Wahrend man bei allen anderen 
Caseinpriparaten gegen das Ende des Versuches (entsprechend etwa 7 = 2) 
eine Opalescenz der Lésung beobachtet, die die bevorstehende Koagulation 
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Fig. 10. Spaltungsviscositétskurve fiir K,. 


und Abscheidung des Phosphorpeptons ankiindigt, bleibt die Lésung von K, 


wahrend der ganzen Versuchsdauer klar. Auch die Viscositatskurve der 


K,-Verdauung weist einen charakteristischen Unterschied gegeniiber den in 
ihrer Form kaum voneinander abweichenden Viscositaétskurven der anderen 
Caseinpriparate auf. Wir haben zu dessen Illustration das Ansteigen der 
Viscositaét wihrend der Verdauung von K, in Fig. 9 dargestellt. Die Kurve 
entspricht Kurve I der Fig. 4. Man sieht deutlich den schon in den allerersten 
Verdauungsabschnitten verschiedenen Kurvenverlauf und vor allem die Ver- 
langsamung des Viscositatsanstieges in den héheren 7-Bereichen. Dieses 
Phanomen haben wir bei keinem anderen Caseinpraparat beobachtet, auci 
dann nicht, wenn die Pepsinkonzentration so klein war, daB die gesamte Ver- 
suchszeit der des K,-Versuches entsprach. — Leider waren wir, um eine 2U- 
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reichende Anzahl von Punkten der Spaltungskurve gewinnen zu kénnen, 
gezwungen, den Versuch nach 1250 Minuten abzubrechen und den Inhalt des 
Viscosimeters zur Titration der Spaltung zu verwenden (Doppelpunkt der 
Fig. 10). Doch haben wir den kleinen verbleibenden Rest noch weiterhin im 
Thermostaten belassen, innerhalb von 3 Tagen aber keine Verinderung beob- 
achten kénnen, abgesehen von einer anscheinend langsam weiterschreitenden 
Erhéhung der Viscositét, die an die erinnert, welche man bei der Casein- 
hydrolyse mit reiner Salzsiure beobachtet. Von der Abscheidung eines Nieder- 
schlages war jedenfalls keine Rede. Nach 3 Tagen muBte infolge beginnender 
Schimmelbildung der Versuch abgebrochen werden. 


D. Untersuchung des Phosphorpeptons. 


Wie schon in der Einleitung erwahnt, ist das Abfallen der 
Viscositat nach dem Uberschreiten des Maximums bedingt durch 
die Abscheidung eines voluminésen weiBen Geles, das sich bei 
friheren Untersuchungen! 1%: 15, 16) alg ein phosphorreiches Produkt 
wechselnder Zusammensetzung erwiesen hat. Kin Vergleich der 
Zusammensetzung der bei der Verdauung der verschiedenen 
Caseinfraktionen ausfallenden Niederschlige erschien fiir die Zwecke 
der vorliegenden Untersuchung wiinschenswert. — Die Haupt- 
schwierigkeit, mit der man bei der Durchfiihrung solcher ver- 
gleichender Analysen zu rechnen hat, ist darin gelegen, dab das 
ausgefallte Phosphorpepton im Laufe der weiteren Verdauung 
wieder gelést wird und daB sich, wie Tab. XII zeigt, bei diesem 
Proze8 seine Zusammensetzung fortwihrend dndert. 


Um also die bei der Verdauung verschiedener Caseinpriparate 
ausgeschiedenen Phosphorpeptone miteinander vergleichen zu 
kénnen, ist es vor allem notwendig, die Abtrennung des Nieder- 
schlages von der iiberstehenden Lésung in gleichen Verdauungs- 
stadien vorzunehmen, was aber nicht ohne Schwierigkeiten gelingt. 
Einfach nach gleichen Verdauungszeiten die Reaktion zu unter- 
brechen, verbietet die verschiedene Pepsinaktivitat (vgl. die Werte 
fiir C, und Cy, auf Tab. II—X). Ein gleicher Betrag der titrierten 
Spaltung kann ebensowenig als Zeichen dafiir genommen werden, 
daB die Umsetzung des Phosphorpeptons ein gleiches Stadium 
erreicht habe, da doch unsere Versuche gerade zeigen, daB die 
durch die Viscositatserhéhung angezeigte Ausscheidung des Phos- 
phorpeptons mit der titrierbaren Spaltung nicht parallel lauft. 
Und die Viscositaétswerte selbst sind rechts vom Maximum ganz 
unreproduzierbar [vgl. ®) und Einleitung]. Es blieb uns also nichts 
anderes iibrig, als durch Betrachtung des ausgeschiedenen Nieder- 
schlages nach dem Augenschein zu beurteilen, in welchem Stadium 
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das Phosphorpepton sich befinde; wir haben als den am leichtesten 
zu erkennenden Zeitpunkt den gewahlt, wo bei ruhigem Stehen 
des Verdauungsgemisches das ausgefiallte undurchsichtige Gel sich 
eben abzusetzen beginnt und die erste diinne Schicht klarer Lésung 
dariiber zu sehen ist. Sobald dieses Stadium erreicht war, wurden 
die Lésungen durch 10 Minuten bei 6000 Touren zentrifugiert und 
im iiberstehenden Zentrifugat Stickstoff (nach Kjeldahl) und 
Phosphor (nach M. Serensen!”) bestimmt. Aus den so erhaltenen 
Werten wurde dann der P- und N-Gehalt des abzentrifugierten 
Bodensatzes berechnet. Das Resultat dieser Analysen zeigt die 
Tab. XI. 
































Tabelle XI. 
> [see » | Vor der | Nach der | Differenz = - 
r¥ ~ o 
£ 8 a @ | Verdauung| Verdauung| Gehalt des N 
&. iors 8 So | Bodensatzes; a 
eB [oss Fa 7 | mg per 50 ccm] % 5 | 
& 2'5 = Zz = N P N | ¥ Ver dauun gs- os Bemerkung 
da s| o's panes eee gemisch xO 
3 & eo EI mg per 50 ccm = mm 
ass ad Verdauungslésung N P as 
K, 0,026 | 0,0022 | 212,2; 05; — | — — ~- — | Kein Boden: 
satz abge- 
; schieden 
K, a) | 0,50 |0,0369]210,9| 7,8]158,5/ 1,8 | 52,4 | 60 [0,115 
b)| 1586/23 | 52,3 | 5,5 |0,105 
Ky, a) | 0,66 | 0,0488 | 214,6 | 10,5] 155,7 | 3,5 | 58,9 7,0 |0,119 
b) 1525/29] 62,1 | 7,6 {0,122 
C', a) | 0,72 | 0,0515 | 209,5 | 10,8] 144,3 | 2,9 | 65,2 7,9 | 0,121 
b) 152,4| 4,1 | 57,1 | 6,7 [0,117 
0,71 | 0,0523 | 215,7 | 11,3] 154,8 | 4,8 | 60,9 6,5 |0,107 
































Beim Versuch iiber die Zusammensetzung eines und des- 
selben Phosphorpeptons in verschiedenen Abbaustadien wurde so 
vorgegangen, daB man einfach eine gréBere Menge einer C’,-Pepsin- 
mischung der Verdauung iiberlieB, der Mischung zu verschiedenen 
Zeiten Proben entnahm und nach dem Abzentrifugieren des Boden- 
satzes den P- und N-Gehalt der Restlésung bestimmte. Das 
Resultat dieses Versuches gibt Tab. XII. 

Alle in diesem Abschnitt besprochenen Versuche sind unter 
den gleichen auBeren Bedingungen (px, Temperatur, Salzkonzen- 
tration der Lésungen) durchgefiihrt worden, wie die Versuche der 
vorhergehenden Abschnitte. 
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Tabelle XII. 

| Analyse des Phosphorpeptons aus C, nach verschiedenen Verdauungszeiten. 
| Versuchsansatz: 100 ccm enthalten 3 g Cp, 0,05 g Pepsin; px = 2,30, 
Temp. 30°. 





— —_— we — 








Vor der Nach der Differenz = Gehalt | 

Ver- Verdauung Verdauung des Bodensatzes; P/N 

dauungs- mg per 50 ccm} mg per 50 ccm mg per 50 ccm des 
zeit Lésung Lésung Verdauungsgemisch Boden- 
| in Stunden |— : oe Ee 

1 2 it N | P 

0 209,5 | 10,5 _ di ir) she a 

16 — oe 145,8 3,0 63,7 | 7,8 0,123 
{ 26 — _— 149,1 3,2 60,4 | 7,6 0,126 
—— 48 — — 156,4 3,8 53,1 | 7,0 0,132 
60 — vt 161,3 4,1 48,2 | 6,7 0,139 




















E. Diskussion der Versuchsergebnisse. 





me Kin Blick auf die Kurvenzusammenstellung der Fig. 11, 
welche graphisch die Resultate der Verdauungsversuche zusammen- 
faBt, gibt einen Begriff von der GréBe der Verschiedenheiten im 
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Fig. 11. Spaltungsviscositatskurven aller untersuchten Caseinpraparate. 


Charakter des Verdauungsablaufes der untersuchten Casein- 
praparate. Die Lage und Form der Kurven fiir C,, K, und Ky 
entspricht dem Kurventypus, der uns von friiheren Unter- 
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suchungen her bekannt war, und der den Verlauf der ,,normalen‘ 
peptischen Caseinverdauung darstellt. Die Verschiedenheiten in 
der Kurvenlage der 3 Caseinpriparate liegen, so gering sie auch 
sind, auBerhalb der Versuchsfehler. Man erhalt Verschiedenheiten 
von derselben GréBenordnung bei der Untersuchung verschiedener 
Handelspraparate von Casein und sie deuten, wenn man duBere 
Fehlerquellen, wie Unterschiede in pu, Salzkonzentration, Enzym- 
konzentration, ausgeschlossen hat, auf kleine Verschiebungen in 
der Zusammensetzung eines im grofen und ganzen dieselben 
Eigenschaften immer wieder zeigenden Substratkomponenten- 
systems hin. (An die sehr betraichtlichen Kurvenverschiebungen 
bei der Verwendung verschiedener Pepsinpraéparate — vgl. °), 
auch ®) — soll hier nur erinnert werden; es ist bei Untersuchungen 
der hier besprochenen Art selbstverstindlich Bedingung, daB das- 
selbe Enzympraparat verwendet wird.) 

Interessanter und fiir die vorliegende Untersuchung von aus- 
schlaggebender Wichtigkeit sind die Abweichungen, die K, und 
namentlich K, gegeniiber der ,,normalen*‘ Kurvenlage aufweisen. 
Die viscosititssteigernde Ausscheidung des Phosphorpeptons tritt 
mit abnehmendem Phosphorgehalt mehr und mehr zuriick, der 
absteigende Ast der Kurve wird ausgedehnter und bei K, hat die 
Kurve, auch abgesehen vom Unterschied in den absoluten Werten 
des Spaltungsviscositaétsverhiltnisses, ihren Typus schon recht 
weitgehend geandert, und wenn auch die Viscositaét in den spateren 
Stadien der Verdauung noch ziemlich hohe Werte erreicht, so ist 
deren Ansteigen doch wesentlich gleichmaéBiger und vor allem im 
spiteren Verlauf wieder verlangsamt (vgl. Fig. 9). Zu einer In- 
homogenisierung der Lésung und dem Abscheiden eines festen 
Bodensatzes kommt es bei diesem Priiparat iberhaupt nicht mehr 
(vgl. Bemerkungen zu Tab. X). Es sieht also so aus, als ob die 
geringe, in K, vorhandene Phosphormenge wohl der Bildung eines 
viscosititssteigernden Zwischenproduktes dienstbar gemacht wide, 
zur Abscheidung eines typischen Phosphorpeptons aber einfach 
nicht ausreichte. Bei Kz sieht man bereits Ansatze zu diesem 
geiinderten Verdauungsvorgang, blo8 daB die hier noch relativ 
betrichtlichen Phosphormengen den Verdauungscharakter noch 
wesentlich niher dem normalen des Gesamtcaseinsystems halten. 

Wir sehen in dem mit abnehmendem Phosphorgehalt des 
Substrates immer stirker sich auBernden Uberwiegen des ab- 
steigenden Astes der Spaltungsviscosititskurve eine Bestatigung 
unserer in der Kinleitung wiedergegebenen Annahmen iiber das 
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Viscositatsverhalten der Verdauungslésungen. Ist doch die ein- 
fachste Erklarung fiir die Verinderung der Kurvenform die, dai 
die Lésung von Peptidbindungen, die durch das Pepsin bewirkt 
wird, in verhaltnismaéBig um so weniger Fallen zur Freimachung 
des Phosphorpeptonkomplexes fiihren wird, je geringer der Phos- 
phorgehalt des verdauten Caseinpriparates ist. Dies entspricht 
also fiir dieselbe peptische Spaltung einer geringeren vorhandenen 
Menge des viscosititssteigernden Phosphorpeptons, was sich auf 
die Kurvenform und -lage in der aus Fig. 11 ersichtlichen Weise 
auswirken muB, 


Eher noch stirker, als in der Form der Verdauungs- 
kurven, wirkt sich die Verschiedenheit der einzelnen Casein- 
praparate in ihrer durch die ,,Aktivitaitswerte’’ C, und C,, aus- 
vedrickten Angreifbarkeit durch Pepsin aus. Da bei Durch- 
fiihrung der Verdauungen die wihrend des Versuches kontrollier- 
bare Zunahme der Viscositit als MaB fiir die Zeitpunkte der Probe- 
nahme und der Beendigung des Versuches genommen worden war, 
iuBert sich die Verschiedenheit der Gré8e C, unmittelbar in der 
Versuchsdauer. Ein Blick auf die in den Tab. VI, VII und X an- 
gefiihrten Werte fir C,, zeigt, daB bei gleicher Pepsinkonzentration 
ein Versuch mit K, etwa 7mal so lange dauert, als einer mit K, — 
ein sehr sinnfalliger Ausdruck fiir die Verschiedenheit der beiden 
Caseinpraparate. Uber die Variation der Werte fiir Cy, wird 
spiter noch zu reden sein. 


Was also die Folgerungen betrifft, die in bezug auf die Natur 
der untersuchten Caseinfraktionen aus unseren Versuchen zu 
ziehen sind, so erblicken wir darin einen weiteren Beweis fiir die 
Tatsache der Zerlegung von K, in eine Anzahl von Stoffen mit 
weit verschiedenen Kigenschaften, wenn es etwa eines solchen 
Beweises noch bediirfte. Uber die mindestmégliche Anzahl dieser 
Stoffe sich ein Urteil zu bilden, ist auf Grund unserer Versuche 
schwierig. Linderstrem-Lang folgert aus den Vergleichen, 
die er in der mehrfach erwihnten Arbeit’) angestellt hat, daB 
Casein aus mindestens 8 Stoffen bestiinde, die in ihren Eigen- 
schaften (wenn auch durch Mischung untereinander verwischt) 
am ehesten durch die Fraktionen K,, K, und K, reprisentiert 
wirden [vgl. 8), S. 101]. Die andere Alternative ist die, daB 
zur Krklérung der Higenschaften der Caseinfraktionen die An- 
nahme zweier Stoffe, eines phosphorarmen (K,) und eines phos- 
phorreichen (K,) ausreicht, alle Fraktionen also aus Mischungen 
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dieser beiden Komponenten in verschiedenen Verhialtnissen be- 
stiinden. Auf Grund des Tryptophan- und Tyrosingehaltes der 
einzelnen Fraktionen, sowie auf Grund von deren Léslichkeits- 
verhiltnissen, wie auch der Verhaltnisse, die man bei der Lab- 
koagulation beobachtet, ist die erstere Méglichkeit die wahr- 
scheinlichere. Wir vermégen uns auf Grund unserer Versuche 
nicht fiir eine der beiden zu entscheiden. Es sieht wohl so 
aus, als ob die Lage der Kurven auf Fig. 11 nur vom Phosphor- 
gehalt der Praparate bestimmt wiirde, besonders wenn wir die 
aufsteigenden Kurveniste als Kriterium heranziehen; auch deutet 
die aus den Analysen der Tab. XI hervorgehende Gleichartigkeit 
des aus den Fraktionen K, und K, abgeschiedenen Phosphor- 
peptons (vgl. dariiber spiter) darauf hin, daB jedenfalls der Haupt- 
teil des Caseinphosphors in den beiden Fraktionen in gleicher 
Bindung vorliegt. Doch méchten wir darauf aufmerksam machen, 
daB die Gesamtform der Spaltungsviscositiétskurven, die ja zu 
einem wesentlichen Teil auch durch die Ausdehnung der dem 
Kurvenminimum benachbarten Teile gegeben wird, schon beim 
Ubergang von der Normaltype zu K, eine recht griindliche Ande- 
rung erfaihrt (vgl. Fig. 11). Wenn es auch vielleicht voreilig ware, 
aus dieser Erscheinung auf Verschiedenheiten in den nicht phosphor- 
fiihrenden Teilen von Ks, und K, zu schlieBen, so spricht sie auf 
jeden Fall nicht gegen die Annahme, da auch J, eine verhaltnis- 
maéBig gut definierte selbstaéndige Caseinkomponente sei, wie sie 
in K, und K, ohne Zweifel vorliegen: eine Annahme, welche durch 
die seinerzeit bei der Fraktionierung des Caseins erhaltenen Resul- 
tate nahegelegt wird. 

Was aber klar und deutlich aus den Versuchen hervorgeht 
ist, daB es tatsichlich der Phosphorgehalt des Caseins und die 
daran gekniipfte Moéglichkeit der Bildung eines Phosphorpeptons 
ist, die die Sonderstellung dieses Proteins als Substrat der pep- 
tischen Verdauung bedingt. In diesem Zusammenhang ist neben 
dem im Kurvenbilde und den Werten fiir C; sich 4uBernden Unter- 
schied, der die Bedeutung beleuchtet, die der Phosphorgehalt der 
Caseinpraparate fiir die Gestaltung der Viscositatsverhiltnisse der 
Verdauungslésung hat, besonders auch die Abhiangigkeit der 
Spaltungsaktivitaét Cs, vom Phosphorgehalt interessant. Wir 
haben, um die hier obwaltenden Verhiltnisse niher zu beleuchten, 
die Werte des P/N-Quotienten der einzelnen Caseinpriparate mit 
den entsprechenden Mittelwerten von C,, in der Tab. XIII zu- 
sammengestellt. 
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Tabelle XIII. 





Caseinpraparat P/N Cy 
K, 0,0022 50 
Ky 0,0369 50 
Ky 0,0488 66 
Cr 0,0515 77 
Kg 0,0523 86 
Cy 0,0535 95*) 








Man ersieht hieraus, daB bei den Priparaten, die ihrer Vor- 
geschichte und allgemeinen Zusammensetzung nach am ehesten 
miteinander vergleichbar sind, namlich Ky, K,, C, und Cz, die 
Gr6éBe der beobachteten proteolytischen Aktivitat, die also ein 
direktes Ma8 fiir die chemische ,,Angreifbarkeit‘’ des Caseins 
durch Pepsin gibt, abhangig ist von der verhiltnismaiBigen Menge 
des im Casein enthaltenen Phosphors. Daf sich die C,,-Werte 
fiir XK, und K, der Reihe einfiigen, itiber die Tatsache hinaus, daB 
sie erwartungsgeméB die kleinsten sind, und etwa fiir KX, einen 
Wert ergaben, der ebenso stark abgenommen hatte, wie der fiir C,,, 
ist kaum zu erwarten. Handelt es sich doch hier nach unserer 
Anschauung um Stoffe, die vom unverinderten Casein und den 
Restfraktionen in Zusammensetzung und LEigenschaften ab- 
weichen und bei denen sich daher auch verinderte Spezifitits- 
verhaltnisse geltend machen miissen. Die Aktivitaiten, die man 
gegentiber den phosphorarmen Fraktionen beobachtet, liegen auch 
bedeutend naher denen, welchen man bei der peptischen Ver- 
dauung anderer Proteine bei denselben Versuchszeiten und Konzen- 
trationen (fiir einen ganz rohen Vergleich vgl. z. B. die Ergebnisse 
von Waldschmidt-Leitz und Simons, sowie Serensen und 
Katschioni-Walther an Gliadin, Gelatine und Eieralbumin; 
diesbeziigliche eigene Versuche haben wir nicht angestellt) be- 
gegnet, so daB bei diesen Praiparaten die ungewohnlich leichte 
Angreifbarkeit des Caseins durch Pepsin schon nicht mehr so 
deutlich ausgepriagt ist. 

Wir folgern aus der Abhangigkeit der GroBe C,, vom Phosphor- 
gehalt des Substrates, daB die Bildung eines Phosphorpeptons 
nicht nur eine mehr oder weniger unwichtige Nebenerscheinung 
beim peptischen Caseinabbau ist, die nur auf Grund des augen- 


*) Aus unveréffentlichten Versuchen. 
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failligen Einflusses, den sie auf den physikalischen Zustand der 
Lésung hat, die Aufmerksamkeit auf sich zieht, sondern daB der 
Abbau und die Umbildung des phosphorfiihrenden Caseinanteiles 
auch in chemischer Hinsicht das bestimmende Charakteristikum 
der peptischen Caseinhydrolyse ist, das die zusitzliche Aktivitat 
des Pepsins gegeniiber Casein verursacht. Die Frage, ob diese 
Phosphorabhingigkeit der Resistenz des Caseins gegeniiber proteo- 
lytischer Einwirkung fiir Pepsin spezifisch ist, oder auch fiir andere 
proteolytische Enzyme gilt, méchten wir vorliufig offen lassen; 
wir weisen aber auf die Versuche hin, die seinerzeit tiber die tryp- 
tische Verdauung von K,, K, und K, angestellt wurden und die 
einen in dieselbe Richtung gehenden Effekt zeigen, der auch in 
der GréBenordnung mit dem von uns gefundenen tibereinstimmt 
[vg]. 8), S. 102 ff.]. 

Angesichts der groBen Rolle, die gerade dem Casein als dem 
wichtigsten Phosphorproteid unter den Nahrstoffen zufallt, lage 
es nahe, Erwigungen physiologischer Art an die mitgeteilte Er- 
scheinung zu kniipfen; doch wiirden diese ohne experimentelle 
Stiitze so unsicher bleiben miissen, da wir uns ihrer hier ent- 
halten wollen. 

Wenn wir also der Abscheidung von phosphorreichen Zwischen- 
produkten eine so zentrale Stellung im Ablauf der Caseinverdauung 
zusprechen, so war es vor allem wichtig zu wissen, ob der beim 
Abbau verschiedener Caseinpriparate abgeschiedene Niederschlag 
stets die gleiche Zusammensetzung aufweist. Die in Tab. XI 
zusammengestellten Analysen, die wir ausgefiihrt haben, um in 
dieser Frage einen Anhaltspunkt zu gewinnen, zeigen mit zu- 
reichender Deutlichkeit, da& der Wert des P/N-Quotienten fir 
alle ausgeschiedenen Phosphorpeptone, sofern sie in demselben 
Verdauungsstadium von der Restlésung abgetrennt werden, 
innerhalb der Versuchsfehler derselbe ist. Die Versuchsfehler 
hierbei sind von zweierlei Art. Erstens wirken Ungenauigkeiten 
in der Phosphorbestimmung, die bei den kleinen vorhandenen 
Phosphormengen schwer ganz zu umgehen sind, stark auf den 
Wert des P/N-Quotienten, um so mehr als es sich um Differenz- 
bestimmungen handelt. Zweitens aber ist, worauf wir schon im 
experimentellen Teil aufmerksam gemacht haben und wie wir 
auch durch eine separate Versuchsreihe belegen (Tab. XII), der 
Zeitpunkt der Probenahme von Wichtigkeit fiir die Zusammen- 
setzung des Bodenkérpers, und dieser Zeitpunkt ist nicht leicht 
gleichmiBig zu treffen. Wir sind also der Ansicht, daB der P/N- 
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' yerschiedenen Caseinfraktionen konstant oder nahezu konstant ist 
' und betrachten dies als Hinweis darauf, daB bei der Verdauung 
aller untersuchten Caseinfraktionen (natiirlich mit Ausnahme 
_ yon K,) dasselbe oder doch ein sehr ahnlich zusammengesetztes 
Phosphorpepton abgeschieden wird, und zwar, wie aus einem 
| Vergleich der Zahlen der 8. und 9. senkrechten Kolonne 
' der Tab. XI hervorgeht, in nicht allzu sehr voneinander ver- 
' schiedenen absoluten Mengen; wenn auch, entsprechend dem 
' geringeren urspriinglichen Phosphorgehalt, die ausgeschiedenen 
| Niederschlagsmengen bei K, am kleinsten sind. Doch macht sich 
_ gerade bei einem Vergleich der absoluten ausgeschiedenen Mengen 
' die Schwierigkeit in der Beurteilung gleicher Verdauungsstadien 
am meisten geltend (vgl. Tab. XII). Die vollstaindige Klarlegung 
' der hier obwaltenden Verhiltnisse wird jedenfalls ein gréBeres 
| experimentelles Material erfordern. 


pepton handelt, da dies darauf deutet, daB zumindest der Teil 
_ des im Casein enthaltenen Phosphors, der als Phosphorpepton bei 
' der Pepsinverdauung ausgeschieden wird, immer an dieselben 
' organischen Komplexe gebunden im Caseinsystem enthalten ist. 
| Die Oxydationsstufe des Caseinphosphors ist, wie derzeit allgemein 


_ tischen Verdauung von Casein als Zwischenprodukt entstehendes, 


auch nicht mit Rimingtons Substanz identischen Stoff, hat 


| zanehmen, daB Verbindungen der von diesen Autoren beschriebenen 


' mehr phosphorfreie Aminosiuren in seinem Molekil enthalten 
mu, als sie Rimington und Posternak finden. 
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Quotient der Niederschlage innerhalb der Fehlergrenzen fiir die 


Wichtig ist fiir uns vorliufig, daB es sich bei allen Casein- 
fraktionen um ein gleiches oder mindestens ahnliches Phosphor- 


angenommen wird ® 1% 13,14, 15,16), die der Phosphorséure, ihre 
Bindung eine esterartige. Rimington!*) hat ein bei der tryp- 


beim px der Trypsinverdauung aber nicht ausfallendes Phos- 
phorpepton isoliert und untersucht; einen ahnlichen, wenn 


Posternak?4) beschrieben. Mit diesen ist den Analysenergebnissen 
mfolge (Rimingtons P/N-Quotient ist 0,69, Posternaks 0,49 
bis 0,59) das bei der peptischen Verdauung ausgeschiedene Produkt 
jedenfalls nicht identisch. Doch ist, wenn man nicht die 
Annahme machen will, daB die Phosphorsaéure bei der proteo- 
lytischen Spaltung des Caseins ihren Bindungsort dndert, an- 


Art auch den Kern unseres Phosphorpeptons bilden, bloB daB 
dieses dem niedrigeren Wert seines P/N-Quotienten entsprechend, 


Was nun den Mechanismus der Ausscheidung des Phosphor- 
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peptons betrifft, so lassen sich, obwohl der Vorgang noch recht 
undurchsichtig ist, dariiber wohl einige Spekulationen anstellen, 
die allerdings vorlaufig rein qualitativer Art bleiben miissen. 

Wohl ist der Anstieg der Viscositét durch die Abscheidung 
des Phosphorpeptons verursacht, doch sind die Formen, unter 
denen er sich vollzieht, recht variabel. Die Lage der Spaltungs- 
viscositatskurve fiir ein und dasselbe Caseinpraparat ist in einigem 
Grad vom pu der Versuchslésung abhangig, so zwar, daB ein 
héheres Verdauungs-px die Kurve im von uns gewahlten Ko- 
ordinatensystem nach links verschiebt, derselbe proteolytische 
Spaltungsgrad also gréBeren Viscosititserhdhungen entspricht. 
Noch ausgepriagter liBt sich eine Verschiebung der Kurve im selben 
Sinne durch Zusatz von Neutralsalzen bewirken (unver6ffentlichte 
Versuche). Diese Erscheinungen zeigen, wie groBen EinfluB der 
physikalische Zustand der Lésung auf die Ausscheidung des 
Phosphorpeptons hat. Der Zeitpunkt seimer maximalen Bildung 
scheint in einem sehr friihen Abbaustadium zu liegen, wie daraus 
hervorgeht, daB man, sobald nur iiberhaupt erst einmal die Lésung 
inhomogen geworden und ein Niederschlag von ihr durch Filtrieren 
oder Zentrifugieren abtrennbar ist, auch schon die maximale 
Menge Stickstoff und Phosphor der Lésung entzogen findet 
(Tab. XII); die weitere Verdauung zeitigt, soweit sie den Nieder- 
schlag betrifft, nur mehr eine Wiederauflésung dieses letzteren, 
unter weiterem Abbau desselben und dementsprechender Zu- 
nahme des geldésten Stickstoff- und Phosphoranteiles. Dieser 
ProzeB wird, soweit wir bisher sehen kénnen, durch Zusatz von 
Fremdstoffen nur soweit modifiziert, als diese geeignet sind, auf 
die Aktivitét des Enzyms einzuwirken. 

Wir glauben also aus der Gesamtheit des bisher vorliegenden 
experimentellen Materials folgern zu diirfen, daB es sich bei dem 
durch die Kinwirkung von Pepsin entstehenden Phosphorpepton 
um ein noch recht hochmolekulares (jedenfalls héhermolekular, 
als die von Rimington und Posternak bei der tryptischen 
Caseinverdauung isolierten Substanzen) Produkt handelt, das 
schon bei Lésung der allerersten Peptidbindungen des Caseins 
ganz oder nahezu ganz in Freiheit gesetzt und in einen Zustand 
gebracht wird, in dem es unter den in der Verdauungslésung 
herrschenden Bedingungen instabil ist und unter Durchlaufen 
verschieden stark hydratisierter Zwischenstadien ausfallt. Das 
Tempo, in dem das Durchlaufen dieser Zwischenstufen und die 
damit verbundenen Anderungen in den kolloiden Eigenschaften 
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des Produktes sich vollziehen, ist sehr verschieden, je nach den 
physikalischen Einflissen, die darauf einwirken; die hierbei ob- 
waltenden Verhaltnisse sind experimentell noch zu kliéren, ehe 
eingehendere Aussagen dariiber gemacht werden kénnen. Der 
iuBere Ausdruck, den dieser ganze Erscheinungskomplex findet, 
ist der Viscositétszuwachs der Verdauungslésung. Im Augen- 
blick der Ausfaillung, der durch die Koagulation der Substrat- 
jésung bezeichnet wird, ist die Menge des Niederschlags am gréBten. 
Er enthalt, je nach dem Phosphorgehalt des Caseinpriparats, von 
dem man ausgegangen ist, in diesem Verdauungsstadium 2/,—*/, 
des Gesamtphosphors des Caseins. Die Zusammensetzung des 
Produktes wird fir alle untersuchten Caseinpriparate als gleich 
angesehen (vgl. Tab. XI). Der weitere Abbau des Zwischen- 
produktes ist von uns noch nicht untersucht worden; es geht 
dabei der abgeschiedene Niederschlag allmahlich wieder in Lésung. 

Ob das in dieser Mitteilung behandelte Phosphorpepton fiir 
die peptische Verdauung spezifisch ist, also nur durch Pepsin- 
einwirkung aus dem Casein gebildet werden kann, vermégen wir 
nicht zu entscheiden. Die Stoffe, die altere Bearbeiter des 
Produktes !* 15, 16) aus dem Verdauungsgemisch isoliert haben, sind 
schlecht definiert ; wir glauben, da8 dies vor allem in der mangelnden 
Ricksichtnahme auf den mit dem Abbauvorgang verkniipften 
Wechsel seiner Zusammensetzung begriindet ist. Die Substanzen, 
die Rimington und Posternak bei der tryptischen Verdauung 
von Casein erhielten, sind, wie gesagt, von den unseren jedenfalls 
verschieden. Doch ist die Moéglichkeit keineswegs auszuschlieBen, 
daB es sich hierbei um Produkte des schon weiter fortgeschrittenen 
Abbaues handelt; darauf deutet, daB sie trotz ihres relativen 
Phosphorreichtums nur etwa 10°/, des gesamten Caseinphosphors 
enthielten. Auch scheint uns die Verdauungszeit, nach der das 
Produkt abgeschieden wurde, ziemlich reichlich bemessen ge- 
wesen zu sein und wir halten es fiir durchaus méglich, daB das 
urspriinglich in der Lésung vorhandene erste Abbauprodukt dem 
unseren viel dhnlicher ist. Zu dieser Vermutung paBt auch die 
Tatsache, daB die beiden Bearbeiter zum Teil verschiedene Amino- 
siuren aus ihren Substanzen isoliert haben, und die ibrigen, 
gleichen, in verschiedenen Mengen. Dies wiirde sich nach unserer 
Meinung einfach durch den verschieden weit getriebenen Abbau 
des Verdauungsgemisches erkliren. — Jedenfalls aber sind, auch 
abgesehen von den Spezifititsunterschieden der proteolytischen 
Enzyme, die Acidititsverhaltnisse einer peptischen Verdauung so 
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eigenartige, daB die Annahme eines fiir die Pepsinwirkung spezi- 
fischen Zwischenproduktes nichts Befremdendes hat, selbst wenn 
es gelungen ist, mehr oder weniger dhnliche Stoffe aus dem Sub- 
stanzengemisch anderer enzymatischer Hydrolysen des Caseins zu 
isolieren. Bei der reinen Salzséurehydrolyse, die auch zu einer 
Koagulation, nicht aber zu einer Flockung der Caseinlésung fiihrt, 
bildet sich jedenfalls kein Phosphorpepton als Zwischenprodukt; 
einige dariiber angestellte orientierende Versuche haben es ver- 
missen lassen. 

Die Verfasser hoffen, Gelegenheit zu einer Fortsetzung der 


Versuche zu finden. 


Dem Vorstand der chemischen Abteilung des Carlsberg-Labo- 
ratoriums, Prof. Dr. §. P. L. Serensen, danken wir herzlichst fiir 
das nie erlahmende Interesse, mit dem er den Versuchen gefolgt 
ist. Dem einen der Verfasser (H.) wurde die Teilnahme an 
der Arbeit durch ein Stipendium erméglicht, das ihm der Rask- 
Orsted-Fond gewahrte. Er bringt der Verwaltung des Fonds und 
Professor Serensen, der die Verleihung des Stipendiums ver- 
anlaBt hat, hierfiir seinen ehrerbietigen Dank. 


F. Zusammenfassung. 


1. Es werden durch Fraktionierung von Casein mit alkoho- 
lischer Salzséure dargestellte Caseinpriparate, sowie Proben von 
Handelscasein dem peptischen Abbau unterworfen und dieser 
mit Hilfe einer friiher angegebenen Methodik verfolgt. Die Methodik 
beruht darauf, da8 die proteolytische Spaltung und die damit 
parallel gehende Viscositaétsinderung der Substratlésung zueinander 
in Beziehung gesetzt werden. 

2. Bei dem mit dieser Methodik durchgefiihrten Vergleich 
der untersuchten Caseinpriparate ergeben sich sowohl quantitative 
wie qualitative Unterschiede, die neuerlich die Verschiedenheit 
der Fraktionierungsprodukte beweisen. 

8. Es wird gezeigt, daB die Kigenart der peptischen Casein- 
verdauung, durch die diese sich von der peptischen Hydrolyse 
anderer Proteine unterscheidet, in der Abscheidung eines phosphor- 
haltigen Zwischenproduktes begriindet ist, und es wird wahr- 
scheinlich gemacht, da sie nur darin begriindet ist. 

4. Das Verhaltnis von Phosphor zu Stickstoff im aus- 
geschiedenen Phosphorpepton erweist sich bei allen daraufhin 
untersuchten Caseinpriparaten als gleich oder nahezu gleich; 
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daraus wird geschlossen, daB seine Zusammensetzung zumindest 
sehr aéhnlich ist und da8 dasselbe fiir die urspriingliche Bindung 
des Phosphors in den Muttersubstanzen gilt. Mit dem von friiheren 
Bearbeitern durch tryptische Verdauung von Casein erhaltenen 
Phosphorpepton ist der hier untersuchte Stoff nicht identisch. 


5. Nicht nur die mit der Abscheidung des Phosphorpeptons 
zusammenhangenden Viscositaétsinderungen der Verdauungslésung, 
sondern auch die Geschwindigkeit der titrierbaren proteolytischen 
Spaltung erweist sich als abhingig vom Phosphorgehalt der Aus- 
gangssubstanz und steigt mit derem zunehmenden Phosphor- 
reichtum. 

6. Eine qualitative Erklirung fiir den eigenartigen Verlauf 
der Viscositatsinderung einer dem peptischen Abbau unterworfenen 
Caseinlésung wird gegeben. 
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Untersuchungen tiber das konfigurative Verhalten 
von Isoleucin bei der Waldenschen Umkehrung. 
Von 
Emil Abderhalden und Friedrich Schweitzer. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der deutschen Gemeinschaft zur Erhaltung 
und Férderung der Forschung.) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Februar 1932.) 


Beim Studium der Aminierungsgeschwindigkeit von Halogen- 
acylaminosiuren bzw. -polypeptiden und bei der Verfolgung des 
zeitlichen Verlaufes der Abspaltung von Halogen durch verdiinntes 
Alkali ergab sich, daB in Abhingigkeit von der Struktur des das 
Halogen tragenden Anteils und derjenigen der iibrigen Bausteine 
der Verbindung groBe Unterschiede in der Infreiheitsetzung des 
Halogens vorhanden sind. Von besonderem Interesse ist die Fest- 
stellung, daB in einzelnen Fallen bei Gegenwart von Fermenten 
(z. B. Trypsin) Beschleunigung der Halogenabspaltung durch ver- 
diinntes Alkali festgestellt werden konnte.1) Im Verlauf der in 
der angedeuteten Richtung durchgefiihrten Versuche stieBen wir 
auf die iiberraschende Beobachtung, daB bei der Einwirkung von 
verdiinntem Alkali auf die beiden Racemkérper A und B des 
a-Brompropionyl-norvalins das Brom verschieden rasch zur Ab- 
spaltung kam.1) Die Wiederholung der Versuche unter Verwendung 
der vier am Aufbau der beiden genannten Racemké6rper beteiligten 
optisch-aktiven Verbindungen, nimlich des 1-«-Brompropionyl-l- 
norvalins, der entsprechenden (d)-(d)-, der (1)-(d)- und der (d)-(I)- 
Verbindung, bestitigten den an den beiden racemischen Ver- 
bindungen erhobenen Befund?), und zwar ergab sich, daB die 
Bromabspaltung bei der (1)-(d)- und der (d)-(l)-Verbindung rascher 
verlief als bei der (I)-(1)- und (d)-(d)-Kombination. Diese Fest- 


1) E.Abderhalden u. F.Schweitzer, Fermentforschung 11, 382 (1930). 
2) E.Abderhaldenu. F.Schweitzer, Fermentforschung 12, 231 (1931). 





sa —_ it 


ao tt es att feet tet 0CUlae Cs 





Es 
a 
E> e 
a 
te 
oa 











Konfiguratives Verhalten v. Isoleucin beider Waldenschen Umkehrung. 117 


stellung ergab, falls sie allgemeinere Bedeutung hatte, die Méglich- 
keit, auf einfache Weise die Zusammensetzung von racemischen 
Halogenacyl-aminoséuren festzustellen. Es galt zunichst, an 
weiteren Beispielen zu priifen, ob der am Modell «-Brompropionyl- 
norvalin erhobene Befund auch fiir anders zusammengesetzte 
Verbindungen derselben Art zutrifft. Wir stieBen bei den «-Brom- 
propionyl-leucin aufweisenden Racemkérpern A und B auf die- 
selbe Beobachtung. Bei dieser Verbindung lieB sich die auf Grund 
der verschieden raschen Halogenabspaltung erschlossene Zu- 
sammensetzung der beiden genannten Racemkoérper noch dadurch 
feststellen, daB der eine von Trypsinlésung angegriffen wurde, 
wihrend der andere ungespalten blieb. Unsere Feststellungen 
beziiglich der Konfiguration des «-Brompropionylrestes in den 
einzelnen optisch-aktiven Anteilen der beiden Racemkérper der 
beiden oben genannten Verbindungen stimmen vollkommen 
mit von anderen Gesichtspunkten und mit anderen Methoden von 
Freudenberg und seinen Schiilern!) gemachten Feststellungen 
iiberein. Es steht nunmehr fest, daB bei der Uberfiihrung von 
optisch-aktivem Alanin in die zugehérige a«-Brompropionsiure 
keine Waldensche Umkehrung erfolgt, sie vollzieht sich vielmehr 
erst bei der Aminierung. 


Dieselbe Feststellung, wonach aus Halogenacyl-aminosiuren 
die Halogenabspaltung bei jenen Verbindungen rascher erfolgt, an 
deren Aufbau Anteile verschiedener genetischer Zugehdérigkeit 
beteiligt sind, als bei solchen, welche die entsprechenden Kompo- 
nenten mit gleicher Konfiguration enthalten, konnte auch beim 
a-Brom-n-capronyl-l-tyrosin gemacht werden. 


Von den geschilderten Befunden aus boten die beiden Amino- 
siuren Valin und Isoleucin besonderes Interesse und zwar deshalb, 
weil insbesondere bei der letzteren Aminoséure die Frage zur 
Diskussion stand, ob bei der Uberfiihrung in die entsprechende 
«-Bromsiure und der darauf folgenden Aminierung kein Kon- 
figurationswechsel oder aber ein zweimaliger erfolgt, zeigt doch 
das aminierte Produkt die gleiche Konfiguration wie die Aus- 
gangsverbindung. Beim Valin liegen die Verhialtnisse insofern 
gleich, als auch bei dieser Aminosaéure die einer bestimmten 
optisch-aktiven Form zugehérige Bromfettsiure bei der Aminierung 


1) K. Freudenberg u. L. Markert, Ber. chem. Ges. 60, 2447 (1927); 
K. Freudenberg u. A. Lux, ebenda 61, 1083 (1928); K. Freudenberg, 
W. Kuhn u. M. Bumann, ebenda 68, 2380 (1930). 
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die im gleichen Sinne wie das Ausgangsmaterial drehende Ver- 
bindung ergibt. Wéahrend jedoch bei diesem die Verhiltnisse 
bereits geklirt waren, war das beim Isoleucin nicht der Fall. Bei 
der Untersuchung des Verhaltens von «-Brom-(i)-valeryl-leucin 
und -norleucin in Hinsicht auf die Bromabspaltung und die An- 
greifbarkeit bzw. Nichtangreifbarkeit durch Trypsin wurden Er- 
gebnisse erzielt, die in Einklang mit der Annahme stehen, da8 
weder bei der Uberfiithrung von optisch-aktivem Valin in die ent- 
sprechende «-Brom-isovaleriansdure noch bei deren Verwandlung 
in Valin ein Konfigurationswechsel auftritt.1) Beim Isoleucin 
traten in Hinsicht auf die Entscheidung des konfigurativen Ver- 
haltens bei der Uberfiihrung in die zugehérige Bromfettsaure und 
das aus dieser durch Aminierung herstellbare Isoleucin insofern 
Schwierigkeiten auf, als keine der in Frage kommenden «-Brom- 
6-methyl-f-ithyl-propionyl-aminosiuren von Trypsin und Hefe- 
mazerationssaft angegriffen wurde. Untersucht worden sind 
a - Brom - f - methyl - 6 - ithyl - propionyl - glycin, -l-tyrosin und 
-d,l-leucin. Dagegen brachte die Verfolgung der Geschwindig- 
keit der Abspaltung des Halogens bei den aus optisch-aktivem 
a-Brom-f-methyl-f-aithyl-propionylrest und Leucin bestehenden 
Verbindungen einen Erfolg. Es zeigte sich, daB das Halogen bei 
der Kinwirkung von n-Alkali avs den (l)-(d)- und (d)-(I)-Ver- 
bindungen rascher abgespalten wurde als aus den die (I)-(l)- und 
(d)-(d)-Anteile enthaltenden Halogenacylkérpern. Der Unter- 
schied in der Abspaltungsgeschwindigkeit war allerdings nicht 
erheblich, jedoch eindeutig auBerhalb der Versuchsfehler stehend. 
Zieht man die gesamten, in der folgenden Tabelle tbersichtlich 
zusammengefaBten Erfahrungen in Betracht, dann dirfte der 
SchluB berechtigt sein, daB beim Isoleucin hinsichtlich seines 
konfigurativen Verhaltens bei der Uberfiihrung der Aminosiure 
in die zugehérige Bromfettsiure und der aus dieser durch Ami- 
nierung entstehenden Aminoséure die Verhialtnisse gleich liegen 
wie beim Valin, d. h. es findet kein Konfigurationswechsel statt.”) 
Unsere Annahme wird weiterhin durch den Vergleich des optischen 
Verhaltens der oben erwaihnten vier Verbindungen [(I)-(d)-, (d)-(1)-, 


1) EK. Abderhalden u. F. Schweitzer, Fermentforschung 18, 115(1931). 

2) E. Abderhalden und Zeisset [Diese Z. 200, 179 (1931)] haben bei 
ihren Untersuchungen iiber das konfigurative Verhalten von Isoleucin und 
Alloisoleucin bei entsprechenden Umsetzungen, wie oben geschildert, die An- 
nahme gemacht, daB bei keiner Reaktion ein Konfigurationswechsel eintritt. 
Unsere Feststellungen befestigen diese Ansicht. 
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(1)-(1)- und (d)-(d)-Verbindung] mit dem der entsprechenden, aus 
«-Brom-isovaleryl-, «-Brompropionyl- und Leucin aufgebauten 
bestirkt. Es zeigte sich, daB in allen Fallen die unter gleichen 
Verhaltnissen bestimmte spezifische Drehung bei den (I)-(l)-Ver- 
bindungen stark im Negativen bzw. bei den (d)-(d)-Verbindungen 
ebenso stark im Positiven liegt, waihrend die (1)-(d)- und (d)-(l)-Ver- 
bindungen ein nur geringes Drehungsvermégen aufweisen. 


Experimenteller Teil. 
I. Darstellung der Halogenacylaminosauren. 


Die Gewinnung von d,1-Isoleucin mittels der Malonestersynthese geschah 
nach den Angaben der Literatur.!) Nach der Aminierung isolierten wir aus der 
ersten, sich beim Einengen ausscheidenden Krystallfraktion das Isoleucin, das 
wir zur vollstandigen Befreiung von der Alloform noch aus Spiritus umlésten. 
Aus der Aminosiure gewannen wir in iiblicher Weise mittels NOBr die ent- 
sprechende d,1l-«-Brom-f-methy]-f-athylpropionsaure, die mit Thionylchlorid 
in ihr Saurechlorid (Siedep. = 75—76° bei 14 mm Hg) iibergefiihrt wurde. 

d, l-«-Brom-f-methyl-f-athylpropionyl-d, l-leucin. 2 gd,l-Leu- 
cin, in 16cem n/1-NaOH gelést, wurden mit 3,6 g d,l-«-Brom-f-methyl-f- 
athylpropionylchlorid und 25 ccm n/1-NaOH gekuppelt. Nach Filtration von 
geringen Verunreinigungen und Auswaschen mit 5 n-HCl wurde iibersiuert. 
Hierbei schied sich das Kupplungsprodukt als 01, das bei 0° schnell fest wurde, 
ab. Nach Filtration, Auswaschen und Trocknen wurde das Rohprodukt aus 
seiner eingeengten atherischen Lésung mit Petrolither gefallt, wobei es sich 
sogleich krystallin und farblos ausschied. 

Das analysenreine Produkt schmolz nach Sintern ab etwa bei 114° 
zwischen 120 und 124°. 


0,0532 g Substanz verbrauchten 1,75 ccm n/10-H,SO,. 

Fiir C,,H,.O,NBr (Mol.-Gew. 308) Ber. 4,55°/, N 
Gef. 4,61 _,, 

d, l-«-Brom-f-methyl-8-athylpropionyl-glycin*) wurde in glei- 
cher Weise wie die entsprechende Leucinverbindung dargestellt (1,5 g Glykokoll 
und 3,7 g Saurechlorid). Nach dem Ansauern schied sich das Kupplungs- 
produkt sogleich krystallin aus und wurde nach kurzem Stehen bei 0° ab- 
gesaugt und ausgewaschen. Aus Wasser umkrystallisiert war Schmelzp. 120 
bis 122°, 

0,0350 g Substanz verbrauchten 1,40 ccm n/10-H,SQ,. 

Fiir C,H,,0,NBr (Mol.-Gew. 252) Ber. 5,56°/, N 
Gef. 5,60  ,, 

d, l-«-Brom-f-methyl-f-athylpropionyl-l-tyrosin. Die Kupp- 

lung geschah direkt: 3 g 1-Tyrosin, in 17 ccm n/1-NaOH gelést, wurden mit 


1) E. Abderhalden u. W. Zeisset, Diese Z. 195, 122 (1931). 
2) Vgl. die Darstellung der optisch-aktiven Formen bei E. Abder- 
halden u. Zeisset, Diese Z. 200, 179 (1931). 
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2,5 g Saurechlorid und 30 ccm n-Lauge umgesetzt. Nach Reaktionsende 
wurde filtriert, der Riickstand ausgewaschen und die Lésung iibersauert. 
Neben 6lférmigem Kupplungsprodukt schied sich festes Tyrosin aus. Das 
Reaktionsgemisch wurde erschépfend ausgeithert, die atherische Lésung 
getrocknet und stark eingeengt. Aus dem Konzentrat wurde das Kupplungs.- 
produkt mit Petrolither gefallt und hiermit verrieben bis es amorph erstarrte. 
Zu seiner Reinigung wurde es aus Ather mit Petrolather umgefallt, worauf ein 
an der Luft nicht mehr zerflieBliches Pulver erhalten wurde. 


0,0432 g Substanz verbrauchten 1,28 ccm n/10-H,SO,. 
Fir C,;H,0,NBr (Mol.-Gew. 358) Ber. 3,91°/, N 
Gef. 4,15 ,, 


Zur Darstellung der optisch-aktiven Isoleucine wurde die inaktive 
Aminosaure formyliert. Wir verfuhren dabei nach der schon friiher von uns 
angewandten Methode!), indem wir die Formylverbindung aus der ameisen- 
sauren Lisung durch Krystallisation gewannen. Die bei 0° ausgeschiedenen 
Krystalle wurden abgesaugt, mit eiskalter Ameisensiure ausgewaschen und 
aus dem Filtrat nach Einengen in gleicher Weise weitere Fraktionen isoliert. 
Das Formy}]-d,1-isoleucin wurde aus der etwa 3fachen Menge Wasser umgelist. 
Es kann in zwei allotropen Modifikationen erhalten werden: Die eine schmilzt 
bei 130—138° und krystallisiert in Prismen; sie erwies sich als eine Mischung 
aus gleichen Anteilen der optisch-aktiven Formy]-isoleucine (Schmelzp. = 155°, 
Mischschmelzp. 130—139°; Krystallform: Prismen). Wird diese Mischung 
geschmolzen oder mehrmals umkrystallisiert, so bildet sich das in der Literatur 
beschriebene Formy]-d,1l-isoleucin mit Schmelzp. 120—121°, das in fettglanzen- 
den Blattchen krystallisiert. Mittels Brucins in die optisch-aktiven Formen 
gespalten, wurde Formyl-l-(+-)-isoleucin mit Schmelzp. = 156—157° und 
[«]p =-+ 33,3° in absolutem Alkohol*) erhalten. Der entsprechend isolierte 
Antipode, namlich Formyl-d-(—)-isoleucin, schmolz gleichfalls bei 156—158° 
und zeigte [«]p = — 33,3° in absolutem Alkohol.*) Die optisch-aktiven Formy]- 
verbindungen wurden in bekannter Weise verseift, die Aminosdéuren mittels 
NOBr in die zugehérigen Halogenfettsaiuren iiberfiihrt*) und diese, wie iiblich, 
in ihre Saiurechloride verwandelt, die bei 19 mm Hg recht konstant bei 72° 
iibergingen. 

1. d-«-Brom-f-methyl-f-athylpropionyl-d-leucin. Die Ge- 
winnung der nachfolgenden aktiven Verbindungen geschah iibereinstimmend 
mit derjenigen der oben beschriebenen inaktiven. Nach dem Ansauern wurde 
das Rohprodukt nach kurzem Stehen fest. Wir fallten das Halogenacyl- 
leucin wiederholt aus seiner konzentrierten atherischen Lésung mit Petrol- 
iither um. Die Verbindung krystallisiert in — haufig einseitig abgeschrigten — 
Prismen. Schmelzp. 128° (unkorr.). 


1) E. Abderhalden u. Schweitzer, Fermentforschung 12, 235 (1930); 
12, 603 (1931). 

2) Literatur (vgl. E.Abderhalden u. Zeisset, a.a.0O.): [«]p =+ 
24,3—27,7° in absolutem Alkohol. 

8) Literatur (wie vorher): [«]p =— 24,3—27,8° in absolutem Alkohol. 

‘) Die «-Brom-f-methyl-f-athylpropionsiuren stimmten beziiglich 
Schmelzpunkt und [«]p mit der Literatur [E. Abderhalden u. Zeisset, 
Diese Z. 200, 179 (1931)] véllig iiberein. 
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0,0532 g der Verbindung wurden in 99°/,igem Alkohol zu 1,55 ccm gelést. 
Die Drehung betrug bei Gaslicht und 18° durchschnittlich « —-+- 2,13°. 
[a]*®° =+ 62,0°. 
0,0424 g Substanz verbrauchten 1,45 ccm n/10-H,SO,. 
Fir C,,H,.0;NBr (Mol.-Gew. 308) Ber. 4,55°/, N 
Gef. 4,79  ,, 

2. d-a-Brom-f-methyl-f-athylpropionyl-l-leucin. Das beim 
Ansiuern sich ausscheidende Rohprodukt wurde schnell fest. Da diese optisch- 
aktive Kombination in Ather bedeutend weniger léslich ist als die (d)-(d)- oder 
(1)-(1)-Form, so kann sie aus diesem Lésungsmittel umkrystallisiert werden. 
Die Ausbeute kann durch Fallen der Mutterlauge mit Petrolither verbessert 
werden. Die Substanz krystallisiert in kleinen Tetraedern. Schmelzp. = 157° 
(unkorr.). 

0,0932 g (d)-(l)-Verbindung wurden in 99°/,igem Alkohol zu 1,5 ccm 
gelést. Die Drehung betrug bei Gaslicht und 18° durchschnittlich « = + 0,32°, 
[oc]! 8° =-+ 5,15°, 

0,0352 g Substanz verbrauchten 1,20 ccm n/10-H,SOQ,. 

Fiir C,,H,.0,NBr (Mol.-Gew. 308) Ber. 4,55°/) N 
Gef. 4,78  ,, 

3. l-«-Brom-f-methyl-f-athylpropionyl-l-leucin. Die Dar- 
stellung dieser Verbindung geschah in gleicher Weise wie die der Kombination 
(d)-(d), mit der das Kupplungsprodukt auch in seinen Eigenschaften iiber- 
einstimmte. Nach Umfiallen aus Ather mit Petrolather war Schmelzp. = 128°. 
Die Krystallform ist mit 1. iibereinstimmend. 

0,0712 g der Verbindung wurden mit 99°/,igem Alkohol zu 1,5 ccm gelést. 
Die Drehung betrug bei Gaslicht und 18° durchschnittlich « =— 2,95°. 

[oJ]! 8° —— 62,1°. 

0,0482 g Substanz verbrauchten 1,60 ccm n/10-H,SO,. 

Fir C,,.H..0,NBr (Mol.-Gew. 308) Ber. 4,55°%/, N 
Gef. 4,65 _,, 

4, l|-x-Brom-f-methyl-f-athylpropionyl-d-leucin. Die Dar- 
stellung der Verbindung geschah in Ubereinstimmung mit derjenigen der 
Kombination (d)-(1), mit der sie auch hinsichtlich ihrer Krystallisations- und 
anderer Eigenschaften iibereinstimmte. Aus der atherischen Lésung mit 
Petrolather gefallt war Schmelzp. = 157°. 

0,0894 g Substanz wurden in 99°/,igem Alkohol zu 1,5 ccm gelést. Die 
Drehung betrug bei Gaslicht und 18° durchschnittlich « =— 0,30°. 

[ox]! 8° —=— 5,03°. 
0,0408 g Substanz verbrauchten 1,40 com n/10-H,SO,. 


Fir C,,H,.0,NBr (Mol.-Gew. 308) Ber. 4,55°/, N 
Gef. 4,81 ee 


II. Versuche iiber die Abspaltung des Broms aus den vier optisch- 
aktiven «-Brom-/-methyl-/-ithylpropionyl-leucinen bei 37°. 
Das freigewordene Brom wurde nach der Methode von Volhard be- 
stimmt. Durchgehend wurde der langsamen Abspaltung wegen fiir die Ver- 


suche n/l-NaOH verwandt und die Bestimmung in 1—2 ccm der m/10-L6- 
sungen vorgenommen. 
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Nach Zeit | Angewandte Menge Verbrauch an ccm Freigewordenes 
in Stdn. in ccm n/10-AgNO,-Lésung Brom in °/, 














0,308 g d-a-Brom-f-methyl-f-athylpropionyl-d-leucin 
zu 10 ccm gelést (m/10). 





0 1 0,00 — 
20 2 0,23 11,5 
44 2 0,38 19 
68 2 0,58 29 
90 2 0,76 38 








0,308 g 1-«-Brom-f-methyl-f-athylpropionyl-d-leucin 
zu 10 ccm geldést (m/10). 




















0 1 0,00 _ 
20 2 0,30 15 
44 2 0,50 25 
68 2 0,76 38 
90 2 0,96 48 

0,308 g l-«-Brom-f-methyl-f-athylpropionyl-l-leucin 

zu 10 ccm gelést (m/10). 

0 1 + 0,02 -— 
20 2 0,25 12,5 
44 2 0,43 21,5 
68 2 0,63 31,5 
90 2 0,76 38 
0,308 g d-«-Brom-f-methyl-f-athylpropionyl-l-leucin 

zu 10 ccm geldést (m/10). 

0 1 — 0,01 ~- 
20 2 0,30 15 
44 2 0,58 29 
68 2 0,78 39 
90 2 0,93 46,5 











Samtliche dargestellten Substrate (d, l-«-Brom-f-methyl-f-aithylpropionyl- 
d,l-leucin, -l-tyrosin und -glycin, sowie die vier dargestellten optisch-aktiven 
a-Brom-$-methyl-f-athylpropionyl-leucine) wurden auf ihr Verhalten gegen- 
iiber Pankreas-Glycerinextrakt (1:1) gepriift. In keinem Fall konnte 
mittels der Methode von van Slyke eine Aufspaltung festgestellt werden. 
Aktiver Hefemazerationssaft wurde mit d, 1-«-Brom-£-methyl- £-athyl- 
propionyl-glycin, -d, l-leucin und -l-tyrosin zusammengebracht. Auch hier wurde 


kein Angriff gefunden. 
Zusammenfassung. 

An mehreren Beispielen wird gezeigt, daB die Geschwindig- 
keit der Halogenabspaltung aus optisch-aktiven Halogenacy]l- 
aminosduren bei den Verbindungen am gréBten ist, die aus konfigu- 
rativ entgegengesetzten Anteilen (l)-(d) und (d)-(1) bestehen. Auf 
Grund dieser Feststellung und des Verhaltens der spezifischen 
Drehung der in Frage kommenden Verbindungen wird geschlossen, 
daB bei der Uberfiihrung von Isoleucin in die zugehérige «-Brom- 
fettsiure und bei deren Umwandlung in die entsprechende Amino- 
siure durch Aminierung kein Konfigurationswechsel auftritt. 
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Reaktionen zwischen Zuckern und Aminosduren, II. 


Synthesen einiger Aminosdure-glucoside. 
Von 
Kurt Maurer und Bruno Schiedt. 


(Aus der organischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums der Universitat Jena.) 
(Der Redaktion zugegangen am 9. Februar 1932.) 


Es ist in den letzten Jahren auf verschiedenen Wegen gezeigt 
worden, da8 Aminoséuren mit Kohlenhydraten Reaktionen ein- 
gehen kénnen. Die zumeist durch physikalische Anderungen der 
Kigenschaften des Systems beobachteten Umsetzungen') haben den 
Gedanken nahegelegt, auch auf priparativem Wege Verbindungen 
der genannten Stoffe herzustellen. Dabei ist eine mannigfaltige 
Auswahl an Reaktionsméglichkeiten dadurch gegeben, da8 einer- 
seits die Aminosduren mit der Carboxyl- oder Aminogruppe am 
Zucker angreifen kénnen, also entweder Kster oder Aminozucker 
entstehen kénnen, andererseits die Hydroxylgruppen der Zucker 
auswahlend an der Reaktion teilnehmen kénnen, wobei natur- 
gemiB die Hydroxylgruppe am C-AtomI am _ bevorzugtesten 
sein wird. 

Es wurde deshalb bereits vor einigen Jahren von K. Maurer?) 
die Synthese eines Aminosiure-N-glucosids studiert, die zur 
Bildung des Sarkosinamid-glucosids fiihrte. Es wurde nun weiter 
geprift, ob die friiher ausgefiihrte Reaktion allgemein anwendbar 
ist und die Synthese weiterer Aminosaéure-glucoside erlaubt. Dies 
scheint bejaht werden zu kénnen, denn wiahrend vorliegende 
Untersuchung bereits in Angriff genommen war, berichteten 
H. v. Euler und K. Zeile*) iiber die Synthese des acetylierten 
Glycyl-glycinester-glucosids, das aus Acetobromglucose und dem 





1) Literatur vgl. H. v. Euler u. Brunius, Liebigs Ann. 467, 201 (1928). 
2) Ber. chem. Ges. 59, 827 (1926). 
8) Liebigs Ann. 487, 163 (1931). 
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Dipeptidester gewonnen wurde. Die im folgenden beschriebenen 
Synthesen beweisen ebenfalls die allgemeine Anwendbarkeit 
dieser Methode, obwohl die Schwierigkeit der Gewinnung acety)- 
freier Glucoside nicht verschwiegen werden soll, da die Ausbeute 
minimal ist. Es wurden deshalb von den erhaltenen acetylierten 
Esterglucosiden einige Derivate (Salze und Acetate der Siure- 
amid-glucoside) untersucht, um sie fiir Reinigungsoperationen 
und zur Charakterisierung mit heranziehen zu kénnen. 

Da aus der friiheren Untersuchung bekannt war, daB Sarkosin 
als Komponente die Krystallisationsfreudigkeit der Glucoside 
beférdert, wurde zunachst ein Disaccharid als Zuckerkomponente 
gewahlt und das Heptaacetyl-sarkosinester-N-cellobiosid krystalli- 
siert gewonnen. Auch Acetobromgalaktose setzte sich mit Sarkosin- 
ester um, doch blieben Krystallisationsversuche mit dem ent- 
sprechenden Galaktosid bisher erfolglos. Weiterhin wurde das 
Sarkosin zur Dipeptidsynthese verwendet und der Sarkosy]l- 
glycin-aithylester mit Acetobromglucose und Acetobromcellobiose 
umgesetzt. Auch in diesen Fallen wurden die erwarteten Acetate 
krystallisiert erhalten. 

Kondensationsversuche wurden ferner mit Phenylglycin, 
Benzylglycin, N-Methylalanin, Alanin, Alanylglycin und Glutamin- 
siure ausgefiihrt, die simtlich als Ester zur Reaktion kamen. 
Wahrend bei dem N-Methylalanin und dem Alanylglycinester die 
erhaltenen Reaktionsprodukte halogenfrei waren, die Acetobrom- 
glucose sich also vollstindig umgesetzt hatte, verlief die Reaktion 
mit den anderen Partnern unvollstiindig. Diese Versuche werden 
unter verschiedenen Bedingungen noch fortgesetzt. 

Um die acetylierten Esterglucoside aus dem Gemisch der 
Reaktionsteilnehmer herauszuarbeiten und von Verunreinigungen 
zu trennen, wurde die Salzbildung zur Abscheidung herangezogen. 
Die Probe wurde am Tetraacetylsarkosinester-glucosid gemacht, 
das unter AusschluB von Feuchtigkeit in atherischer Lésung mit 
Salzsiure quantitativ als Chlorhydrat ausfallt. Auch von anderen 
Glucosiden konnten Salze bereitet werden, selbst das nicht krystalli- 
sierende Tetraacetylalanylglycinester-glucosid wurde unter den ge- 
nannten Bedingungen als salzsaures Salz von krystallinem Charakter 
isoliert. Die Salze sind gegen Feuchtigkeit sehr empfindlich, 
spalten iiber Natronkalk leicht Salzsiure ab und liefern mit Silber- 
carbonat im geeigneten Lésungsmittel die sehr reinen Glucoside 
zurick. Auch zur Analyse eignen sie sich gut, da sie in waBriger 
Lésung mit Silbernitrat quantitativ Chlorsilber bilden. 
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Die Verseifung der Acetate mit alkoholischem Ammoniak 
fuhrte in den meisten Fallen zu sirupésen Amidglucosiden; die 
bisher erhaltenen Krystallmengen gestatteten noch keine nihere 
Untersuchung — jedenfalls sind die Ausbeuten sehr schlecht —, 
so daB zuerst geprift wurde, ob die erwarteten Aminosiureamid- 
glucoside tiberhaupt vorlagen. Hierfiir bewahrte sich sehr gut die 
Reacetylierung, die mit LEssigsiureanhydrid und Pyridin bei 
Zimmertemperatur in wenigen Stunden sehr schén krystallisierende 
Pentaacetyl- bzw. Octaacetylderivate lieferte, in denen auch der 
Amidstickstoff eme Acetylgruppe aufgenommen hatte, wie aus 
den Analysen zu schlieBen war. Betrachtet man die Formel I, 
die das Sarkosinamid-glucosid wiedergibt, so wire die Méglichkeit 
eines Ringschlusses unter Einwirkung des Acetanhydrids nicht 
ausgeschlossen, wodurch ein Piperazinring geméB Formel II zu 
erwarten ware. Derartige Derivate sind vom Glucosamin aus 
dargestellt worden!) — oft als unerwiinschte Hauptprodukte —, 
da der RingschluB am C-Atom I viel leichter vor sich geht, als in 
dem hier formulierten Fall. 
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Im Gegensatz zu den meisten Glucosiden sind die Aminosiure- 
glucoside gegen Alkalien unbestindig, wie schon friiher am Sar- 
kosin-glucosid gezeigt werden konnte. Sie reduzieren deshalb alle 
Fehlingsche Lésung. Die gleiche Eigenschaft fanden H. v. Euler 
und Zeile*) bei dem Glycinester-glucosid. Dieses ist sogar in rein 
waBriger Lésung unbestindig, wie polarimetrisch leicht fest- 
zustellen war, wahrend das Sarkosinamid-glucosid nach unseren 
Beobachtungen keine Drehungsinderung in waBriger Lésung 
erfahrt. Es wird hierfiir nicht nur der Aminosaurerest, sondern 


1) Vgl. A. Bertho, Liebigs Ann. 485, 127 (1931). Dort auch friihere 
Literatur. 
*) Liebigs Ann. 487, 163 (1931). 
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auch die Art der Substitution an der Carboxylgruppe (Veresterung 
oder Amidbildung) von ausschlaggebender Bedeutung sein. Am 
unbestindigsten scheint das unsubstituierte Aminosiure-glucosid 
zu sein, wie aus einer alteren Angabe von J.C.Irvine und 
A. Hynd?#) zu entnehmen ist, denn das von ihnen beschriebene 
Alanyl-glucosid entzog sich durch seine Unbestindigkeit der 
niheren Untersuchung. Das Glycinester-glucosid girt mit Hefe 
glatt, das Sarkosinamid-glucosid wird nach unserer Beobachtung 
nicht vergoren, sofern nicht eine Glucosidspaltung voraus- 
gegangen ist. 

Folgende Zusammenstellung gibt an, welche Aminosiure- 
glucoside nebst Derivaten bis jetzt dargestellt worden sind. 

















Schmelzp. [a] = 
Glycinester-glucosid?). ....... 112° — 17,8° (Athanol) 
Sarkosinamid-glucosid’). ....... 170° + 15,01° (Wasser) 
Alanin-glucosid’!). .......... 114° + 45,79 (Wasser) 
Tetraacetylsarkosinester-glucosid®) . . . 88° — §,29° (Methanol) 
Pentaacetylsarkosinamid-glucosid .. . 176° + 13,66° (Chloroform) 
Tetraacetylglycylglycinester-glucosid?) . 140° — 2,03° - 
Tetraacetylsarkosyl-glycinester-glucosid . 125° + 7,52° - 
Heptaacetylsarkosinester-cellobiosid . . 164° — §8,1° - 
Octaacetylsarkosinamid-cellobiosid . . . 254° — 11,43° - 
Heptaacetylsarkosylglycinester-cellobiosid 212° — 8,32° » 





Fiir die weitere chemische Untersuchung, fiir weitere Syn- 
thesen und fiir die Priifung des biochemischen Verhaltens der 
Aminosiure-glucoside wird von uns Material gesammelt. Da diese 
Arbeit bei den heutigen beschrinkten Mitteln viel Miihe und Zeit 
kostet, bitten wir, uns dieses Gebiet noch eine Zeitlang zur Be- 
arbeitung zu iberlassen. 


Beschreibung der Versuche. 


Salzsaures Salz des Tetraacety|-sarkosinester-glucosids. 1,42 
des Esterglucosids*) werden in 20 ccm trockenem Ather gelést und unter 
peinlichem AusschluB von Feuchtigkeit mit atherischer Salzsiure versetzt, 
wobei ein anfangs voluminéser Niederschlag ausfallt. Nach 1 Stunde Stehen 
in Eis wird noch gasférmige trockene Salzsiure eingeleitet und der nun kérnig 
gewordene Niederschlag rasch abgesaugt, griindlich mit Ather gewaschen und 
iiber Chlorcalcium getrocknet. Ausbeute 1,5 g. Schmelzp. 78°. 





1) Journ. Chem, Soc. 99, 161 (1911). 
2) Liebigs Ann. 487, 163 (1931). 
3) Ber. chem. Ges, 59, 827 (1926). 
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Reaktionen zwischen Zuckern und Aminosauren. IT. 


(),3212 g Substanz gaben 0,0922 g AgCl, 0,0228 ¢ Cl. 
C19H.,0,,NCl (382,7) Ber. Cl 7,34°/, Gef. Cl 7,1°/, 


0,5 g des Glucosid-chlorhydrats werden in absolutem Alkohol gelést 
und mit 2 g frisch bereitetem Silbercarbonat einige Zeit erwarmt. Nach dem 
Aufhéren der Kohlensiureentwicklung wird filtriert und die Lésung im Vakuum 
eingeengt. Nach kurzem Stehen beginnt die Krystallisation des Glucosids. 
Schmelzp. 88°. Ausbeute 80°/,. 

Pentaacetylsarkosinamid-glucosid. 0,5 g des Amid- 
slucosids werden mit 12 cem Pyridin-Essigsiureanhydrid iiber- 
gossen und 24 Stunden sich selbst iiberlassen. Es geht langsam in 
Lésung, wahrend sich lange Nadeln des Pentaacetats abscheiden. 
Durch kurzes Erwarmen bringt man schlieBlich einen Rest nicht 
umgesetztes Sarkosinamid-glucosid in Lésung und kiihlt dann ab, 
wobei die Hauptmenge der Pentaacetylverbindung auskrystalli- 
siert. Aus Alkohol erhaélt man ~lanzende Nadeln. Schmelzp. 176°. 
Ausbeute 0,7 g. 


3,930 mg Substanz gaben 0,204 com N (22°, 764 mm). 
CpH5,0,,N, (460) Ber. N 6,099,  Gef. N 6,04%/, 
Unter der Annahme des Ringschlusses zu einem Piperazin- 
derivat wirde sich berechnen N = 7,82°/,. 
0,2654 g werden zu 5 ccm Chloroform gelést: 


+ 1,45 x 100 


“aed . a +0 
[2]b — Gyo6g54 x 2 xx 20 See". 





0,5 g Pentaacetat werden mit alkoholischem Ammoniak in 
der ttblichen Weise verseift und 0,25 g krystallisiertes Sarkosin- 
amid-glucosid zuriickerhalten. 

Sarkosylglycinester. Da der Ester in der Literatur noch 
nicht beschrieben ist, folgt hier kurz die Darstellungsmethode 
und Angabe der Eigenschaften. 


20 g Sarkosylglycin!) werden in 100 ccm absolutem Alkohol suspendiert 
und die Mischung mit Salzsiure gesittigt. Nach 2stiindigem Erhitzen auf 
dem Wasserbad wird unter stark vermindertem Druck zum Sirup eingedampft 
und weitgehend vom Alkohol befreit. Der zuriickbleibende Sirup wird nun in 
10 cem Wasser gelést, mit 60 cem Chloroform iiberschichtet und unter Kiihlung 
mit 20cem Natronlauge (4g NaOH enthaltend) versetzt. Man fiigt nun 
schnell soviel Pottasche zu, daB ein dicker Brei entsteht, gieBt die Chloro- 
formschicht ab und schiittelt noch 3—4mal mit je 30 ccm Chloroform tiichtig 
durch. Die vereinigten Ausziige werden mit Natriumsulfat getrocknet und 
im Vakuum eingedampft. Der Ester bleibt als gelbliches 01 zuriick, das schwach 


1) P. A. Levene, J. of biol. Chem. 61, 450 (1924). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVI. v 
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aminartig riecht und nach einigen Tagen fast volistandig erstarrt. Dann wird 
abgesaugt und mit wenig kaltem Ather gewaschen. Zur Reinigung lést man dic 
Substanz in wenig Chloroform und fallt mit Petrolither. Der so gereinigte 
Ester schmilzt bei 88—89°. Er ist leicht léslich in Wasser, Alkohol, Chloro- 
form, maBig léslich in Aceton, schwer léslich in Ather, Benzol und unléslich 
in Petrolather. Die Ausbeute betrigt 50—60°/, des angewendeten Dipeptids. 

Zum Unterschied vom Glycylglycinester, der sich auch in festem Zustand 
leicht zum Glycinanhydrid polymerisiert, ist dieser Ester recht bestindig; 
selbst nach wochenlangem Aufbewahren lést er sich noch vollkommen klar 
in Chloroform. 


3,642 mg Substanz gaben 6,465 mg CO,, 2,627 mg H,O. 


3,224 mg “ » 5,789 mg CO,, 2,627 mg H,O. 
2,876 mg " » 0,403 com N (22°, 756 mm). 
3,124 mg ma » 0,440 cem N (22°, 756 mm). 
C.H,,O,N,. (174) Ber. C 48,289, H 8,05°/, N 16,09°/, 
Gef. ., 48,41 » at » 16,13 
+ .. 48,37 . 8,11 » 16,21 


Tetraacetyl-sarkosyl-glycinester-glucosid. Zur Kon- 
densation des Sarkosyl-glycinesters mit Acetobromglucose ver- 
wendet man am besten den rohen, noch nicht krystallisierten 
Kster, in dem sich bei 50—60° die Acetobromglucose leicht auflést, 
wiihrend das Erhitzen des krystallisierten Esters bis zum Schmelz- 
punkt den Ansatz unter Braunfirbung leicht verdirbt. 

1 g Acetobromglucose wird mit 0,9 g Sarkosyl-glycinester 
iibergossen, wobei teilweise Lésung eintritt, die rasch bei 50° ver- 
vollstindigt wird. Dann wird schnell abgekiihlt und die gelbe 
Schmelze 2 Tage stehen gelassen. Versetzt man nun mit Wasser, 
so fallt — vorausgesetzt, daB jede Uberhitzung vermieden wurde — 
das Kondensationsprodukt sofort krystallin aus, in anderen Fallen 
erstarrt der Sirup erst nach einiger Zeit, aber meist nur un- 
vollstandig. Das abgesaugte Produkt wird mit Wasser gewaschen 
und im Vakuum getrocknet. Zur Reinigung lést man in siedendem 
Ather und kihlt stark ab, wobei das Tetraacetylsarkosylglycin- 
ester-glucosid in gebiischelten Nadeln auskrystallisiert. Auch aus 
Methanol la8t sich die Substanz gut umkrystallisieren. Sie ist leicht 
léslich in Athanol und Chloroform, ma8ig léslich in Ather und un- 
léslich in Petrolither. Schmelzp. 125°. 


3,598, 3,084 mg Substanz gaben 6,638, 5,632 mg CO,, 2,090, 1,735 mg H,0. 


C,H320,2N. (504) = Ber. C 50/, H 6,35°/, N 5,66, 
Gef. ., 50,12, 50,31°/, ., 6,36, 6,50°/,. at 


4,641 mg Substanz gaben 0,222 com N (21°, 762 mm). 
Gef. N 5,57°/, 
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0,1065 g Substanz werden zu 5 ccm Chloroform gelést. 
Cahe + 0,32 x 100 
0,1065 x 2 x 20 

Heptaacetyl-sarkosinester-cellobiosid. 7g Acetobrom- 
cellobiose werden mit 2,4 g Sarkosinaéthylester in 5 cem Chloro- 
form gelést und 1/, Stunde auf dem Wasserbad erwiirmt. Nach 
dem Erkalten wird die Chloroformlésung mit Wasser halogenfrei 
vewaschen und im Vakuum bis zur Sirupkonsistenz eingedampft. 
Nach dem Anreiben mit wenig absolutem Alkohol oder bei dem 
Verriihren mit Ather erstarrt die Substanz, wenn man mit einer 
Kiltemischung kiihlt. Aus Methanol erhalt man diinne Nadeln, die 
bei 164° schmelzen. Die Loslichkeit ist gut in warmem Alkohol, 
Chloroform und heiBem Ather, maBig in kaltem Ather und schlecht 
in Petrolither. Fehlingsche Loésung wird rasch reduziert. 

3,383 mg Substanz gaben 6,241 mg CO,, 1,964 mg H,O. 

C'5,HysO,9N (735.4) Ber. C 50,58°/, H 6,17%/, N 1,91°/, 

Gef. ,, 50,31 » 6,5 7 
5,956 mg Substanz gaben 0,100 com N (22°, 764 mm). 
Gef. N 1,95°/,. 
0,2624 g werden zu 5 ccm Chloroform gelést: 
rayp0 — —<_0:58 x 100 
. 0,2624 x 2 x 20 

Bildung des Chlorhydrats. 0,5 g des Cellobiosids werden in der 
notigen Menge Ather gelést und mit trockener atherischer Salzsiure versetzt. 
Man erhalt in quantitativer Ausbeute das Chlorhydrat. Es zerflieBt iiber 
Natronkalk, ebenso bei langerem Stehen an der Luft und ist léslich in Alkohol 
und Chloroform. Mit Silbercarbonat in absolutem Alkohol bildet sich das 
chlorfreie Cellobiosid wieder zuriick, es gleicht also in seinem Verhalten 
dem Chlorhydrat des Tetraacetylsarkosinester-glucosids. Schmelzpunkt des 
Salzes 89°. 

Octaacetyl-sarkosinamid-cellobiosid. 2 g Heptaacetyl- 
sarkosinester-cellobiosid werden mit 30 cem methylalkoholischem 
Ammoniak iiber Nacht in Eis belassen und die Lésung dann bei 
25° eingedampft. Es gelang vorlaufig nicht eine Krystallisation 
(es Amidglucosids zu erreichen, deshalb wurde der hellgelbe 
Sirup reacetyliert. Das Octaacetat schied sich nach wenigen 
Stunden krystallin ab und wurde aus Alkohol in diinnen, verfilzten 
Nadeln erhalten. Schmelzp. 254° unter Zersetzung. Fehlingsche 
Losung wird beim Kochen langsam reduziert. 

3,209, 3,340 mg Substanz gaben 1,06, 1,02 com N (22°, 20°; 761, 771 mm), 

Cy:Hy,OioNe (748) Ber. N 3,749, 
Gef. ,, 3,83, 3,60%/, 


7,52° . 





- 81°. 
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0,2188 g Substanz zu 10 ccm Chloroform gelést: 


0,50 x 100 


~ 0,50 x 101 pa 
0,2188 x 2 10 11,43° . 


[a]f° 
Die Verseifung fihrte wieder zu einem hellen Sirup. 
Heptaacetyl-sarkosylglycinester-cellobiosid. 1,75 ¢ 
Acetobromeellobiose und 0,9 g Sarkosylglycinester werden in 
10 ccm Chloroform gelést, 24 Stunden stehen gelassen und dann 
1/, Stunde auf dem Wasserbad erhitzt. Die nun dunkel gewordene 
Lésung wird mit 30 cem Chloroform verdiinnt und mit Wasser 
halogenfrei gewaschen. Die Hauptmenge des Chloroforms wird 
im Vakuum abgedampft und der zuriickbleibende Sirup durch 
vorsichtigen Zusatz von Petrolither zur Krystallisation gebracht. 
Die abgesaugte pulverige Masse betrug 1 g; aus verdiinntem Alkohol 
umkrystallisiert wurden 0,2 g rein weiBe Krystalle erhalten, die 
hei 212° schmelzen und Fehlingsche Lésung in der Hitze langsaim 
reduzieren. Das Cellobiosid ist leicht loslich in Benzol, Chloroform 
und heiBem Alkohol, unldslich in Ather und Petrolither. 
3,770, 3,975mg Substanz gaben 6,886, 7,308 mg CO,, 1,987, 2,140mg H,0. 
3,911 mg Substanz gaben 0,120 com N (22°, 767 mm). 
(53H gOoN. (792) Ber. C 50,00°/, H 6,06, N 3,54%, 
Gef. ., 49,82 »» 5,90 ». 3,08 
» v5 00,14 », 6,03 — 
0,1652 g zu 5 com CHC], gelést: 
- 0,55 x 100 


Oo) 


- 8,32°. 


*h  0,1652 x 2 x 20 
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Uber den proteolytischen Abbau krystallisierter Urease. 
Bemerkungen zu der Arbeit von J. B. Sumner und J. St. Kirk.') 


Von 


Ernst Waldschmidt-Leitz und Felix Steigerwaldt. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie der Deutschen Technischen Hochschule in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Februar 1932.) 


In ihrer Arbeit ,, Uber die chemische Natur der Urease‘’ haben 
J.B. Sumner und J. St. Kirk die Ergebnisse unserer Unter- 
suchung?) iiber das Verhalten krystallisierter Urease gegeniiber 
proteolytischen Enzymen und die Feststellung angegriffen, dab 
die Urease durch die Proteinase aus Pankreas einen proteolytischen 
Abbau erfahre, wenngleich ihre enzymatische Aktivitét dabei 
unverdindert bleibt. Sie halten die Vorstellung aufrecht, daB das 
Protein der krystallisierten Urease mit dem Enzym Urease identisch, 
die Urease selbst ein EKiweiBkorper sei. 

Der Frage nach der chemischen Natur der Urease kommt im 
Rahmen unserer Vorstellungen iiber den Aufbau der Enzyme 
iiberhaupt eine besondere Bedeutung zu.*) Wir haben es daher 
unternommen, das Verhalten der krystallisierten Urease beim 
tryptischen Abbau erneut und mit verbesserter Methodik zu 
prifen. 

Ks hat sich ergeben, daB die von Sumner und Kirk er- 
hobenen Kinwiéinde gegen unsere SchluBfolgerungen aus den 
friiheren Beobachtungen in keiner Weise zutreffend sind. Die 
nephelometrische Analyse, die quantitative Ermittlung des 
Triibungsgrades mit Sulfosalieylsiure bei der Einwirkung von tryp- 
tischer Proteinase aus Pankreas fiihrt eindeutig zu der Feststellung, 
daB der proteolytische Abbau das Protein der Urease 
selbst betrifft. Die Fallbarkeit der angewandten weitgehend 


1) Diese Z. 205, 219 (1932). 
2) Diese Z. 195, 260 (1931). 
3) Vgl. R. Willstatter u.M. Rohdewald, Diese Z. 204, 181 (1931/32), 
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Tabelle. Tryptischer Abbau krystallisierter Urease; Fallbarkeit 
durch Sulfosalicylsiure und Aktivitat. 
{Versuch 1: 1,50 ccm Ureaselésung!) (enth. 2,10 mg, Reinheitsgrad entspr. 
112 300 Einheiten pro g) + 7,60 ccm gereinigte Pankreasproteinase*), mit ge- 
reinigter Enterokinase aktiviert (5,25 T.-(e.) enth.); Analysenprobe fiir dic 
Ureasebestimmung 0,60 ccm (entspr. 0,14 mg Urease), fiir die nephelometrische 
Bestimmung 1,20 ¢cm (entspr. 0,28 mg Urease), mit 2,40 bzw. 1,80 com H,0 
verdiinnt. Versuch 2: 1 50 com Urease (enth. 2,10 mg, Reinheitsgrad entspr. 
115000 Einheiten pro g) -+- 7,50 ccm Proteinase (6,00 T.-(e.) enth.); Analysen- 
probe fiir die Ureasebestimmung 0,60 ccm (entspr. 0,14 mg Urease), fiir dic 
nephelometrische Bestimmung 1,20 ccm (entspr. 0,28 mg Urease), mit 2,40 bzw. 
1,80 com H,O verdiinnt. Versuch 3: 1,00 ccm Urease (enth. 1,40 mg, Rein- 
heitsgrad entspr. 115000 Einheiten pro g) -++ 10,0 ccm Proteinase (8,00 T.-(e.) 
enth.); Analysenprobe fiir die Ureasebestimmung wie fiir die nephelometrische 
Bestimmung 1,10 ccm (entspr. 0,14 mg Urease), mit 1,90 com H,O verdiinnt. 
Versuch 4: 10,0 cem Proteinase (enth. 7,00 T.-(e.)); Analysenprobe fiir die 
nephelometrische Bestimmung 2,00 ccm, mit 1,00 ccm H,O verdiinnt. Versuch 5: 
0,50 com Urease (enth. 0,70 mg, Reinheitsgrad entspr. 115000 Einheiten pro ¢g) 
-2,50 ccm 30°/, iges Glycerin; Analysenprobe fiir die Urease- und far die nephelo- 
metrische Bestimmung 0,60 ccm (entspr. 0,14 mg Urease), mit 2,40 ccm H,0 
verdiinnt. px = 7,0, 30°.) 














, Ureatische Tritbungs- Tribungs nail der 
youn runes Aktivitat | grad entspr. — 
Nummer | Stdn.} mg NH, mg Alb. | ureat. Komp. | trypt. Komp. 

0 31,5 0,37 028 | 0.08 
(Urease: | 24 29,8 0,26 — 
Proteinase \| 48 25,2 0,19 | 
1:3,5) | 72 25,2 0.17 , 
9 0 32,3 0,36 0,28 0.08 
aoe: | 24 30,9 0,25 | 
Proteinam 1 48 25,8 0,14 
14) | 72 25,8 0,14 
86 25,8 0,13 , 
3 | 0 32,4 0,22 0,14 0,08 
(Urease : 24 32,0 0,16 | 
Proteinase 48 32,2 0,12 
1:8) | 2 32.2 0,11 
4 | 0 0,16 
24 . 0,14 
(Proteinase 48 014 
allein) || 79 oh 0.14 
| 0 32,3 0,14 , 
2 2,4 0,14 - 
coma Ye] Be | ou 
allein) | 72 32,4 0,14 














!) Das zur Darstellung krystallisierter Urease geeignete Jackbohnen- 
mehl verdankten wir wiederum der groBen Freundlichkeit von Herrn Prof. Dr. 
K.Myrback, Stockholm, wofiir wir ihm auch an dieser Stelle warmstens danken. 

2) Proteinase von begleitenden Peptidasen, den ereptischen wie der 
Carboxypolypeptidase, befreit und weiterhin durch Adsorption an Kaolin 
(bei px = 5,0), Elution mit 1/,; m-Phosphatpuffer von py = 5,0, Fallung mit 
Alkohol (bei einem Gehalte von 80 */o)s Trocknen im Exsiccator und Wieder- 
auflésen in 30°/,igem Glycerin gereinigt. 
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gereinigten Protemaselésung durch Sulfosalicylsiure, die viel 
geringer ist als die der Urease selbst, auch die Fillbarkeit der 
Ureaselésung allein, findet man in den Kontrollversuchen un- 
verindert. Die nephelometrische Analyse erweist, daB unter der 
Wirkung der Proteinase bis zu 80°/, der durch Sulfosalicylsiure 
fillbaren Substanz in der krystallisierten Urease verschwinden, 
ohne daB die ureatische Aktivitét eine Abnahme erfahrt. 

Ausfihrung der nephelometrischen Bestimmung. Der 
Tribungsgrad der Analysenproben auf Zusatz von Salicylsiure 
wurde mit dem einer verdiinnten Lésung von Eieralbumin (Kah|- 
baum) als Standardlésung verglichen. 3,0 ccm der zu priifenden 
und der Standardlésung (von 30°), z. B. 0,14 mg Eieralbumin 
enthaltend, wurden mit je 2,0ccm 10°/,iger Sulfosalicylsiure 
(von 80°) versetzt und dann noch 2 Minuten im ‘Thermostaten 
von 80° belassen; dann nahm man sogleich die Bestimmung des 
Triibungsgrades im Nephelometer (E. Leitz, Wetzlar) vor. Diese 
soll mit Riicksicht auf ein allmihlich einsetzendes Absitzen der 
Faillungen nicht langer als 5—10 Minuten beanspruchen. Als 
Kinheit des Tribungsgrades diente die fiir 1 mg EKieralbumin 
herechnete Triibung, die Angaben dafiir entsprechen also Milli- 
eramm Hieralbumin. 

Ks ist bemerkenswert, daB die Urease, in Bestitigung gleich- 
laufender Beobachtungen von Sumner und Kirk, bei der Ein- 
wirkung verhaltnismaBig kleinerer Proteinasemengen eine Aktivi- 
titsverminderung erleidet, waihrend sie bei der Einwirkung einer 
verhailtnismaBig gréBeren Proteinasemenge, z. B. der doppelten, 
vollkommen bestandig gefunden wird. Der Abbaugrad des Urease- 
proteins ist in beiden Fallen der naémliche; auch findet man die 
Aktivitét der Ureaselésung allein unter den angewandten Be- 
dingungen im Kontrollversuch konstant. Es hat den Anschein, 
daB der beim tryptischen Abbau gebildete niedriger molekulare 
ureatisch-aktive Komplex weniger bestindig ist und daB die 
ureatisch-aktive Gruppe durch Begleitstoffe aus der Proteinase- 
lésung eine Stabilisierung erfihrt. Dies entspricht auch der von 
Sumner und Kirk gegebenen Deutung der Erscheinung. 

Die Aussage, daB das Protein der krystallisierten Urease 
Sumners unter Erhaltung der ureatischen Aktivitaét durch 
tryptisches Enzym weitgehend abgebaut werden kann, ist also 
durch quantitative Messungen erneut belegt. Auch die von 
Sumner und Kirk angefihrte Beobachtung einer unverminderten 
Reaktionsfihigkeit mit Antiurease nach erfolgter tryptischer Ein- 








136 Waldschmidt-Leitz u. Steigerwaldt, Proteolytischer Abbau usw. 


wirkung ist fir diese Feststellung ohne Belang. Denn so, wie 
zufolge den Gedankengingen der Immunitatslehre, sollte fiir die 
Erscheinung der Niederschlagsbildung mit Antiurease die ureatisch- 
aktive Gruppe des Enzyms, die spezifisch ist, nicht aber der kolloide 
Traiger oder Schlepper der enzymatischen Aktivitét verantwort- 
lich sein. 

Das Bild vom Verhalten der hochgereinigten Urease bei 
tryptischem Abbau, das unsere und das die Sumnerschen Beob- 
achtungen vermitteln, fiigt sich gut in die allgemeine Vorstellung von 
der Natur eines Enzyms, wie sie von R. Willstatter, J. Graser 
und R. Kuhn?) gegeben und wie sie durch den Vergleich der 
léslichen und der unléslichen Formen eines und desselben Enzyms 
weiter entwickelt worden ist”), in die Vorstellung vom verander- 
lichen, auch abbaubaren kolloiden Traiger der an sich unstabilen 
enzymatisch-aktiven Gruppe. Es bedeutet keine Schmalerung 
der Leistung J. B. Sumners in der Reinigung von Urease, wenn 
die Entwicklung der Forschung zu der Feststellung fiihrt, daB die 
Aussage von der Eiweifnatur der Urease keine befriedigende 


und keine endgiiltige ist. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir 
ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 


1) Diese Z. 128, 1 (1922) und zwar S. 45; R. Willstatter, Ber. chem. 


Ges. 55, 3601 (1922) und zwar S. 3606. 
2) R. Willstatteru. M. Rohdewald, Diese Z. 208, 189 (1931) und zwar 





